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Résumé 
La muqueuse intestinale humaine représente un système dynamique constitué 
d'un épithélium simple en constant renouvellement qui repose sur un tissu 
conjonctif appelé mésenchyme ou stroma. Au niveau de l'intestin grêle, 
l'épithélium est caractérisé, d'un point de vue fonctionnel, par la présence de 
cryptes et de villosités. Les villosités sont constituées de cellules pleinement 
différenciées tandis que les cryptes présentent, entre autres, une population de 
cellules progénitrices indifférenciées responsables du renouvellement de 
l'épithélium. Le maintien de la population de cellules progénitrices est assuré par 
des cellules souches somatiques multipotentes localisées à la base des 
compartiments cryptaux. Notre laboratoire a généré, en 1996, un modèle 
cellulaire non transformé qui présente toutes les caractéristiques des cellules 
épithéliales humaines de la crypte intestinale (RIEC). Ainsi, les cellules HIEC 
affichent un statut prolifératif tout en conservant un état totalement indifférencié. 
Mes travaux de doctorat ont démontré l'importance des facteurs de transcription 
Cdx2, HNFla et GATA-4 dans l'initiation du processus de différentiation 
entérocytaire chez les cellules HIEC. En effet, l'expression combinée de ces 
facteurs induit l'apparition de marqueurs de différentiation fonctionnelle, tels que 
la sucrase-isomaltase et la E-cadhérine, ainsi qu'une polarité cellulaire typique 
aux entérocytes. Ces travaux ont aussi permis de caractériser l'expression des 
xii 
différents marqueurs spécifiques des cellules souches et progénitrices intestinales 
chez les HIEC, tels que Lgr5, Bmi-1, Musashi-1 ainsi que DCAMKL-1. L'étude 
du facteur Bmi-1, combiné à l'abolition du facteur SUZ12 par shRNA, a permis 
de mettre en évidence un mécanisme potentiel de préservation de l'auto-
renouvellement et de l'état indifférencié chez les HIEC par l'action des groupes 
polycomb. L'expression forcée des facteurs de transcription pro-différentiation a 
aussi révélé une modulation de l'expression de certains récepteurs intégrines. 
C'est le cas de l'intégrine a8Bl, dont l'expression cryptale est fortement réprimée 
lors de la différentiation entérocytaire. En effet, mes travaux portant sur ce 
récepteur ont permis de dévoiler sa présence in vivo chez les cellules progénitrices 
de l'épithélium intestinal humain. D'un point de vue fonctionnel, l'activation de 
a8Bl conduit à l'organisation adéquate des microfilaments d'actine, via un 
mécanisme RhoA/ROCK dépendant, afin de stimuler la prolifération tout en 
diminuant la motilité cellulaire dû à une adhésion rigide à la matrice 
extracellulaire. Ce processus est considéré important dans le positionnement des 
cellules souches/progénitrices au niveau de l'axe crypte-villosité. Finalement, 
l'étude des fonctions de l'intégrine a8Bl a permis de démontrer l'existence d'un 
mécanisme de préservation de la susceptibilité à la mort cellulaire par perte 
d'attachement, ou anoïkose, chez les cellules souches/progénitrices intestinales 
humaines. Plus spécifiquement, mes travaux ont démontré l'importance de a8Bl 
dans le recrutement de la vinculine au niveau des points d'adhésion focaux afin 
d'empêcher l'activation constitutive de la kinase F AK. Ainsi, l'absence d'un tel 
récepteur intégrine au sein des cellules prolifératives et indifférenciées, comme / 
xiii 
les cellules cancéreuses, favoriserait la transmission continuelle de signaux de 
survie par la voie F AK/PI3K qui suppriment la susceptibilité de la cellule à 
l'anoïkose. 
Mots clés : Intestin, épithélium, crypte, différenciation, intégrine, cellules souches 
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1 - Introduction 
1.1 La muqueuse intestinale humaine 
D'un point de vue anatomique chez les mammifères, l'intestin est divisé en deux 
compartiments majeurs, soit l'intestin grêle et le colon. L'intestin grêle est 
constitué de trois segments : le duodénum, le jéjunum et l'iléon (Barker et al., 
2008). Chacun se démarque par des différences physiologiques et 
morphologiques spécifiques, tant lors des différents stades de développement que 
chez l'adulte. La muqueuse intestinale humaine mature est constituée de trois 
principaux feuillets tissulaires, soit l'épithélium, le mésenchyme (ou stroma) ainsi 
que la muscularis mucosae. D'un point de vue fonctionnel, cette muqueuse est 
principalement impliquée dans la production et la sécrétion d'enzymes digestives 
ainsi que dans l'absorption des nutriments (Thomson et al., 2003a; Thomson et 
al., 2003b). L'épithélium intestinal constitue aussi un système hautement 
dynamique caractérisé par un renouvellement constant via le maintien d'une 
population de cellules prolifératives et indifférenciées. Ces caractéristiques font de 
la muqueuse intestinale un modèle de choix pour l'étude des diverses fonctions 
cellulaires. 
L'épithélium intestinal repose sur la lamina propria, située au centre des villosités 
(Beaulieu, 1997). La lamina propria est un tissu conjonctif spécialisé (appelé 
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mésenchyme chez le fœtus et stroma chez l'adulte) et est constitué de fibroblastes, 
de myofibroblastes, de composantes du système nerveux périphérique ainsi que de 
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Celle-ci joue un rôle crucial dans la 
fonctionnalité de l'intestin grêle par son implication dans divers mécanismes de 
communication moléculaire avec l'épithélium (Beaulieu, 1997). Autant par sa 
sécrétion de différents morphogènes qu'au niveau de sa contribution dans 
l'homéostasie de la lame basale, la lamina propria influence la régulation des 
différentes fonctions cellulaires de l'épithélium intestinal (Beaulieu, 1997; Lussier 
et al., 2000; Pageot et al., 2000). 
1.2 L'épithélium del 'intestin gré.le 
À la surface luminale de l'intestin grêle, on retrouve un épithélium simple 
composé majoritairement de cellules absorbantes et polarisées qui canalisent les 
nutriments vers la circulation sanguine. L'intégrité de la couche épithéliale ainsi 
que la polarité des cellules qui la compose est maintenu grâce à différents 
complexes de jonctions cellulaires. Dans cette catégorie, on retrouve les jonctions 
serrées (zonula occludens), les jonctions adhérentes (zonula adherens) et les 
desmosomes (maccula adherens). Ces complexes de jonctions cellulaires sont 
aussi grandement impliqués dans la gestion de la perméabilité sélective de 
l'épithélium intestinal (Gumbiner, 1996). Les différentes caractéristiques 
morphologiques et fonctionnelles des cellules épithéliales intestinales varient 
selon leur état de différentiation le long de l'axe crypte-villosité. 
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1.3 L'axe crypte villosité 
Dans le but d'augmenter sa surface de contact avec le bol alimentaire, la 
muqueuse de l'intestin grêle démontre une organisation en projections 
digitiformes appelées villosités (Figure 1 ). Au niveau du duodénum, les villosités 
sont longues et larges et elles diminuent de taille au fur et à mesure qu'on se 
déplace vers l'extrémité caudale de l'intestin grêle. Situées tout autour des 
villosités, on retrouve des structures tubulaires creuses appelées cryptes de 
Lieberkühn (Ménard et al., 2006). Chaque villosité est en moyenne entourée de 
six cryptes et c'est l'ensemble de ces deux structures, soit la crypte et la villosité, 
qui constitue l'unité fonctionnelle de la muqueuse de l'intestin grêle (Figure 1). 
Cette unité fonctionnelle est donc organisée sous forme de deux compartiments 
distincts. D'une part, la crypte est principalement associée à un phénotype 
prolifératif impliquant des cellules indifférenciées et en cours de spécialisation 
tandis que la villosité présente une population de cellules pleinement différenciées 
(Figure 1). C'est par le maintien d'un tel équilibre entre la· prolifération et la 
différentiation cellulaire que l'axe crypte-villosité assure un renouvellement 
rapide et constant de l'épithélium intestinal (Babyatsky et Podolsky, 1999; 
Ménard et al., 2006). 
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Figure 1: L'axe crypte_-villosité constitue l'unité fonctionnelle de la muqueuse 
de l'intestin grêle 
L'intestin grêle humain consiste en un tube dont la structure extérieure est 
composée de tissus musculaires tandis que sa surface luminale présente un 
épithélium simple composé majoritairement de cellules cylindriques et polarisées 
exerçant une fonction d'absorption des nutriments. Dans le but d'augmenter sa 
surface de contact avec ce bol alimentaire, la muqueuse de l'intestin grêle 
démontre une organisation en projections digitiformes appelées villosités. Les 
villosités sont entourées de structures tubulaires creuses appelées cryptes de 
Lieberkühn. C'est l'ensemble de ces deux structures, crypte et villosité, qui 
constitue l'unité fonctionnelle de la muqueuse de l'intestin grêle. L'épithélium 
intestinal repose sur la lamina propria ou compartiment mésenchymateux, situé au 
cœur des villosités et dans lequel on retrouve entre autres des myofibroblastes. La 
crypte est principalement associée à un phénotype indifférencié et prolifératif 
(Tiers inférieur), prolifératif et en cours de spécialisation (Tiers médian) et en 
différenciation terminale (Tiers supérieur) tandis que la villosité présente une 
population de cellules pleinement différenciées. C'est par le maintien d'un tel 
équilibre entre la prolifération et la différentiation cellulaire, conjugués à un 
processus de migration constant que l'axe crypte-villosité assure un 











Cellules souches : 8 = +4 LRC 
G =CBC 
Cellules de Paneth 
Figure-1: L'axe crypte-villosité constitue l'unité fonctionnelle de la 
muqueuse de l'intestin grêle 
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Chez l'hlllllain, la période nécessaire au renouvellement complet de l'épithélilllll 
de l'intestin grêle est d'environ 3 à 5 jours. Afin de soutenir ce renouvellement 
constant de l'épithélilllll intestinal, la persistance d'une population de cellules 
prolifératives et indifférenciées doit être assurée tout au long de la vie de 
l'organisme. En effet, différentes études ont démontrés que le maintien d'une telle 
population de cellules dans les cryptes est assuré par la division asymétrique de 
cellules souches pluripotentes. Celles-ci sont situées à la base des cryptes et leurs 
principales caractéristiques seront discutées plus en détails subséquemment 
(Bjerknes et Cheng, 2005; Bjerknes et Cheng, 2006). 
1. 4 La différentiation entérocytaire 
Les fonctions de digestion et d'absorption de l'intestin grêle sont étroitement 
reliées à la spécialisation de certaines cellules épithéliales. Celles-ci doivent 
acquérir une capacité à produire une multitude de transporteurs et d'enzymes 
digestives, tout en préservant la perméabilité sélective de la barrière épithéliale. 
La spécialisation terminale de ces cellules est l'œuvre d'un processus nommé 
différentiation cellulaire. D'une part, les cellules prolifératives retrouvées au 
niveau des deux premiers tiers de la crypte migreront de manière ascendante le 
long de l'axe crypte-villosité. Ensuite, elles poursuiveront leur processus de 
différenciation au niveau du tiers supérieur du compartiment cryptai (Pageot et 
al., 2000). Ainsi, les cellules en voie de différenciation perdent leur capacité à 
1 proliférer (Beaulieu, 1999). Suite à la division asymétrique des cellules souches 
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intestinales, les cellules filles déterminées à se différencier seront dirigées vers 
l'une des deux grandes voies de différenciation de l'intestin grêle, soit la voie 
sécrétrice ou la voie absorbante (Figure 2). À ce niveau, le ratio du nombre de 
cellules se dirigeant vers chacune de ces voies est finement régulé par l'action de 
la voie de signalisation Notch. Celle-ci constitue une cascade décisionnelle du 
devenir cellulaire régulée par le clivage protéolytique des récepteurs Notch 
activés (Sancho et al., 2003). La gamma-sécrétase constitue un enzyme clé dans le 
clivage du domaine intracellulaire des récepteurs Notch activés. Des expériences 
faisant intervenir des inhibiteurs de cet enzyme ont démontré l'importance d'un 
équilibre entre l'expression des facteurs de transcription Hath-1 et Hes-1 dans le 
maintien de ratios adéquats entre la différentiation absorbante et sécrétrice. Plus 
spécifiquement, l'expression prédominante de Hes-1 sur Hath-1, caractérisée par 
l'activation de Notchl, amène la cellule à se déterminer en cellule absorbante 
(Figure 2). À l'opposé, l'absence d'activation du récepteur Notchl ou l'inhibition 
du clivage de son domaine C-terrninal favorise une expression de Hath-1 plus 
élevée que celle de Hes-1 et une détermination vers la voie sécrétrice (Okamoto et 
al., 2009; van Es et al., 2005). Au total, quatre principaux types de cellules 
émergeront du processus de différenciation cellulaire intestinal (Figure 2). 
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Figure 2: La différenciation des cellules épithéliales intestinales 
La division asymétrique des cellules souches intestinales conduit à l'émergence 
de cellules filles qui seront déterminées à se différencier. Elles seront dirigées 
vers l'une des deux grandes voies de différentiation de l'épithélium de l'intestin 
grêle, soit la voie sécrétrice ou la voie absorbante. Le ratio du nombre de cellules 
se dirigeant vers chacune de ces voies est finement régulé par l'action de la voie 
de signalisation Notch. Une expression prédominante de Hes-1 sur Hath-1, 
découlant de l'activation de Notchl, amène la cellule à se déterminer en cellule 
absorbante. À l'opposé, l'absence d'activation du récepteur Notchl ou l'inhibition 
du clivage de son domaine C-terminal favorise une expression de Hath-1 plus 
élevée que celle de Hes-1 et une détermination vers la voie sécrétrice. Les quatre 
principaux types cellulaires issus de la différenciation intestinale sont : 1) les 
entérocytes, qui constituent le type le plus abondant, 2) les cellules caliciformes, 
3) les cellules entéroendocrines et 4) les cellules de Paneth. Selon de récentes 
études, les facteurs de transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4 sont pressenti pour 
un rôle prépondérant dans l'enclenchement du processus de différentiation des 
entérocytes chez l'humain. 
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Figure-2: La différenciation des cellules épithéliales intestinales 
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Environ 80% des cellules de l'épithélium intestinal vont acquérir un phénotype 
absorbant. La voie sécrétrice donnera lieu à trois autres types cellulaires, soit 1) 
les cellules caliciformes qui sont responsable de la sécrétion de mucines 
protégeant l'épithélium contre l'abrasion, 2) les cellules entéroendocrines 
responsables de la sécrétion d'hormones digestives, puis 3) les cellules de Paneth 
qui possèdent une fonction antimicrobienne (Sancho et al., 2003; Vidrich et al., 
2003). Les cellules épithéliales différenciées de l'intestin grêle, à l'exception des 
cellules de Paneth, continueront leur processus de migration ascendante le long de 
l'axe crypte-villosité jusqu'à l'apex de la villosité où elles sont éliminées par 
apoptose. Pour ce qui est des cellules de Paneth, celles-ci migrent plutôt vers le 
fond de la crypte (Barker et al., 2008). 
C'est maintenant bien connu que la différentiation des cellules épithéliales le long 
de l'axe crypte-villosité est largement dépendante de diverses interactions avec le 
stroma sous-jacent. Ce dernier est impliqué dans la régulation d'une panoplie de 
mécanismes complexes de signalisation cellulaire (Auclair et al., 2007; Teller et 
al., 2007). Ces phénomènes peuvent entraîner une reprogrammation de certains 
patrons d'expression génétiques via l'action concertée de divers facteurs de 
transcription (Fang et al., 2006; Katz et al., 2002; Lussier et al., 2008; Walters, 
2005). Le facteur de transcription Cdx-2 appartient à la catégorie de gènes de type 
homéobox chez les mammifères et se rapporte au gène caudal chez la drosophile 
(Duprey et al., 1988; James et Kazenwadel, 1991). Cdx-2 a été démontré comme 
étant essentiel à l'induction d'une différentiation et d'une polarisation 
entérocytaire partielle chez les cellules de rat immortalisées IEC-6 (Suh et Traber, ' 
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1996). Des analyses diverses, autant par micropuces d' ADN que par gain ou perte 
de fonction chez la souris, ont démontré que Cdx-2 avait la capacité d'augmenter 
l'expression de molécules impliquées dans l'adhésion cellule-cellule et cellule-
matrice, comme la Li-cadhérine, la E-cadhérine, la sous-unité intégrine B4, l'a-
actinine et la claudine-2 (Hinoi et al., 2002; Lorentz et al., 1997; Sakaguchi et al., 
2002; Uesaka et al., 2004). Ces observations ont alors supporté l'idée que Cdx-2 
pourrait constituer un facteur de transcription central dans le déclanchement du 
processus de différentiation des cellules épithéliales intestinales (Gao et al., 
2009). De plus, il a été démontré que des interactions physiques entre Cdx-2 et 
d'autres facteurs de transcription, tels que HNF-la et GATA-4, sont nécessaires à 
l'expression de certains gènes étroitement associés à la différentiation 
entérocytaire. Parmi ces gènes, on retrouve la sucrase-isomaltase et la lactase-
phlorizine hydrolase (Bosse et al., 2006b; Boudreau et al., 2002; Gu et al., 2007; 
Krasinski et al., 2001; Mitchelmore et al., 2000; Troelsen, 2005; van Wering et 
al., 2004). Le facteur de transcription HNF-la a aussi été démontré comme ayant 
un rôle crucial dans la transactivation de certains gènes liés à la différentiation 
entérocytaire tels que la dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) et la «fatty acid binding 
protein» intestinale ou iF ABP (Bosse et al., 2007; Erickson et al., 1999). Dans ce 
sens, la coopération entre les facteurs de transcription Cdx-2, HNF-la et GATA-4 
pourrait aussi être requise au déclanchement d'un patron d'expression génétique 
spécifique menant à la différentiation entérocytaire (Figure 2). Par le passé, le 
groupe du Dr Beaulieu a démontré que les effets de Cdx-2 sur les cellules 
épithéliales de la crypte se limitaient essentiellement à ; l'altération de la 
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prolifération cellulaire (Escaffit et al., 2006). Ces observations indiquent ainsi une 
distinction fondamentale entre l'action de Cdx-2 dans les cellules cryptales 
humaine et le rôle de ce même facteur de transcription dans un modèle issu du rat, 
soit les cellules IEC-6 où il est en mesure à lui seul d'induire la différentiation 
entérocytaire (Suh et Traber, 1996). Toutefois, il est important de mentionner que 
les cellules IEC-6, contrairement au modèle de cellules normales humaines HIEC 
(Escaffit et al., 2005a), expriment des niveaux endogènes considérables de 
certains autres facteurs de transcription pro-différentiation comme HNFla et 
GATA-4 (Lussier et al., 2008). Ces données suggèrent donc que l'action 
concertée de facteurs de transcription tels que Cdx-2, HNFla et GATA-4 pourrait 
participer à l'enclenchement du processus de différentiation entérocytaire chez 
l'humain. 
1. 5 Les cellules souches 
Les cellules souches constituent une population cellulaire possédant deux grandes 
particularités : 1) une capacité à s'auto-renouveler, soit la conservation de leur 
potentiel développemental suivant chaque division cellulaire, ainsi que 2) un 
caractère pluripotent ou multipotent. Cette dernière particularité représente une 
aptitude à se différencier en plusieurs types cellulaires en fonction des l'influences 
de l'environnement cellulaire (Li et Clevers, 2010). C'est aussi l'architecture de la 
niche de la cellule souche qui dictera sa division asymétrique en une cellule fille 
déterminée et une nouvelle cellule souche.' Dans certains cas, lorsque la nécessité 
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de renouveler une population de cellules souches est présente, celles-ci peuvent se 
diviser de façon symétrique (Barker et al., 2008). Ce même phénomène s'applique 
aussi au cas des stades plus précoces de l'embryogénèse. En effet, au stade du 
blastocyste qui correspond aux alentours des 5e et 6e jours post-fécondation, la 
masse cellulaire interne de l'embryon humain est constituée de cellules souches 
pluripotentes issues de divisions symétriques. Ces cellules souches ont le potentiel 
de se différencier en tous les types cellulaires présents chez l'adulte. Thomson et 
ses collaborateurs ont démontré que des cellules souches pluripotentes pouvaient 
être isolées et mise en culture à partir de blastocystes humains (Thomson et al., 
1998). Par la suite, des études ont rapporté qu'il était possible d'orienter la 
différentiation de ces cellules souches embryonnaires vers tous les types 
cellulaires de l'organisme tels que les neurones, les cellules musculaires ou les 
cellules hématopoïétiques, en fonction d'un microenvironnement défini et de la 
présence de facteurs de croissance spécifiques (Gokhale et Andrews, 2009). Cette 
nouvelle percée fût accueillie avec beaucoup d'enthousiasme considérant 
l'ouverture d'un grand nombre de nouvelles perspectives en médecine 
régénérative. Toutefois, l'étude des cellules souches embryonnaire humaine a 
progressé au ralenti au cours des années 2000 en raison de problèmes éthiques et 
légaux se rapportant à la destruction de l'embryon suite au prélèvement de 
cellules de la masse interne du blastocyste. Cependant, une approche intéressante, 
ayant été développée vers la fin des années 2000, permettant de reprogrammer 
une cellule adulte en cellule souche embryonnaire pluripotente. En effet, 
l'expression coordonnée d'un réseau de facteurs de transcription incluant 
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NANOG, Oct4 et Sox2 chez les cellules souches embryonnaires contribuerait au 
maintien de leur potentiel d'auto-renouvellement ainsi que de leur caractère 
pluripotent (Kashyap et al., 2009). L'expression combinée de ces trois facteurs de 
transcription, en compagnie du facteur Lin28 chez des fibroblastes adultes, 
conduit à la reprogrammation du profil d'expression génétique et entraîne 
l'induction d'un phénotype souche pluripotent. Dans la littérature, cette procédure 
expérimentale est appelée iPS ou «lnduced Pluripotent Stem cells» (Hochedlinger 
et Plath, 2009). Aux stades plus avancés du développement fœtal, les différents 
organes en formation présentent aussi des populations de cellules souches 
multipotentes dont le potentiel de différentiation future est déjà déterminé en 
fonction du système dans lequel elles résident. Ce phénomène est aussi présent 
chez l'adulte où l'on retrouve des cellules souches multipotentes indifférenciées 
ayant la capacité, en cas de blessure, de régénérer les différents tissus qu'elles 
constituent. Des exemples de ce phénomène sont retrouvés chez les cellules 
souches musculaires et hépatiques (Kung et Forbes, 2009; Perdiguero et al., 
2009). De plus, il a été démontré que la majorité des types de cellules souches 
adultes identifiées se retrouvent dans un état de quiescence (Arai et al., 2004; 
Cotsarelis et al., 1990; Potten et al., 1997). L'étude des cellules souches fœtales et 
adultes a grandement progressée depuis la mise au point de techniques en 
cytométrie de flux permettant d'isoler ces cellules à partir de biopsies et de tissus 
complets. Plus particulièrement, certains types de cellules souches sont isolés 
d'après leur capacité à expulser, vers l'extérieur du cytoplasme, des composés 
chimiques tels que des agents chimiothérapeutiques et des colorants comme le 
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Hoechst 33342 via l'activité du transporteur ABCG2. Plusieurs études impliquant 
l'isolement de telles populations ont permis un avancement significatif de l'étude 
des cellules souches adultes (Gokhale et Andrews, 2009). 
Dans certains systèmes et organes en renouvellement constant, comme le sang, les 
follicules pileux et l'épithélium intestinal, il a été démontré que la dynamique des 
cellules souches est finement régulée afin de maintenir un équilibre entre la 
persistance d'une population de cellules progénitrices prolifératives et la 
différenciation subséquente de celles-ci (Li et Clevers, 201 O; Scoville et al., 
2008). On peut se demander comment la production de milliards de cellules 
sanguines et intestinales peut être soutenue par des populations de cellules 
souches quiescentes. Ce phénomène est attribuable à la coexistence dans ces tissus 
de deux populations distinctes de cellules souches. Bien entendu, on y retrouve 
une population quiescente mais aussi une population en division constante qui 
possède aussi une capacité d'auto-renouvellement à long terme (Li et Clevers, 
2010). 
1.6 Les cellules souches intestinales 
L'existence des cellules souches intestinales a d'abord été démontrée par des 
expériences dans des modèles de souris mutantes, qui ont contribué à mettre en 
évidence la nature monoclonale de la crypte intestinale. En effet, une cellule 
souche intestinale a la capacité de s'auto-renouveler tout en conservant un 
potentiel à se différencier en chacun des 4 pnncipaux types cellulaires de l'intestin 
15 
grêle une fois hors de sa niche (Barker et al., 2008). Il a aussi été démontré que les 
cellules souches intestinales ont la capacité, suite à une blessure intestinale 
corrnne une exposition aux radiations ou à la chimiothérapie, à se diviser de façon 
symétrique afin de restaurer leur propre population (Booth et Potten, 2000). 
Cependant, la localisation exacte des cellules souches intestinales dans la crypte a 
été l'objet d'une controverse au cours des 30 dernières années (Bjerknes et Cheng, 
2006). Initialement, en 1974, la localisation des cellules souches intestinales a été 
proposée entre les positions cellulaires 1 à 4 de la crypte, entre les cellules de 
Paneth plus spécifiquement. Ces cellules furent norrnnées «Crypt-Based 
Columnar cells» ou CBC (Cheng et Leblond, 1974). Toutefois, en 2002 Potten et 
ses collaborateurs ont utilisé une technique d'incorporation de BrdU, un analogue 
synthétique de la thymidine, afin de mettre en évidence la localisation des cellules 
souches intestinales. Ces expériences permirent de démontrer la présence de 
cellules souches intestinales localisées en position cellulaire +4 dans la crypte, 
soit juste au dessus des cellules de Paneth (Marshman et al., 2002). Jusqu'en 
2007, la localisation généralement acceptée des cellules souches intestinales dans 
la littérature était en position +4. Cependant, l'identification de nouveaux 
marqueurs de cellules souches tel que Lgr5, qui a été montré corrnne étant 
spécifique à certaines cellules en division active et imbriquées entre les cellules de 
Paneth, a relancé le débat sur le positionnement réel des cellules souches 
intestinales (Barker et al., 2007). Plus particulièrement, il a été démontré chez la 
souris que les cellules Lgr5 positives étaient multipotentes pour tous les types 
cellulaires matures de l'épithélium intestinal en plus de pouvoir persister pendant 
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60 jours en culture. Ces mêmes cellules sont aussi résistantes aux radiations. En 
2008, le groupe de Capecchi démontra l'expression spécifique du facteur 
polycomb Bmi-1 chez les cellules en position +4 de la crypte intestinale chez la 
souris. Le rôle de Bmi-1 a été largement caractérisé dans le maintien du potentiel 
d'auto-renouvellement et dans la prévention de la sénescence chez les cellules 
souches embryonnaires et hématopoïétiques. Ainsi, il a été démontré que Bmi-1 
représente un marqueur spécifique des cellules épithéliales de la crypte en 
position +4. Ces mêmes cellules détiennent aussi une capacité à s'auto-renouveler 
et à se différencier en chacun des 4 principaux types cellulaires de l'épithélium 
intestinal (Sangiorgi et Capecchi, 2008). De plus, ces mêmes cellules en position 
+4 ont été démontrées comme étant principalement quiescentes ou en division très 
lente (Scoville et al., 2008). L'ensemble des nouvelles découvertes sur les cellules 
souches intestinales a conduit à la réconciliation de deux grandes théories sur le 
sujet. D'une part, les cellules CBC responsables du maintien de la population de 
progéniteurs indifférenciés qui soutiennent le renouvellement constant de 
l'épithélium, tandis que les cellules en position +4, moins affectées par le stress 
environnemental dû à leur état quiescent, serviraient de gardiennes prêtes à 
régénérer les CBC en cas de blessure (Figure 3) (Li et Clevers, 2010; Scoville et 
al., 2008). À présent, la coexistence de deux populations de cellules souches 
distinctes dans la crypte intestinale est bien acceptée comme c'est le cas dans 
d'autres systèmes comme le follicule pileux et le système hématopoïétique. 
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Figure 3: Les cellules souches intestinales 
Les cellules souches intestinales sont localisées à la base des cryptes et ont la 
capacité de s'auto-renouveler tout en conservant le potentiel de se différencier en 
chacun des 4 principaux types cellulaires de l'intestin grêle. Les cellules souches 
CBC (rouges) sont localisées à la base des cryptes, imbriquées entre les cellules 
de Paneth et sont caractérisées par des taux de prolifération élevés. Les cellules 
souches en position +4 (bleues) sont généralement associées à un état quiescent et 
agissent à titre de «gardiennes» prêtes à régénérer les CBC en cas de blessure. Les 
cellules CBC possèdent aussi !'habilité de régénérer la population de cellules 
souches en position +4 en cas de stress ou de blessure. L'identification récente de 
nouveaux marqueurs spécifiques des cellules souches intestinales a permis une 
meilleure définition des deux populations souches distinctes coexistantes au sein 
de la crypte. Les marqueurs Bmi-1 et DcamKLI sont associés aux cellules en 
position +4 tandis que Lgr5 est spécifiques aux cellules CBC. 
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Les recherches sur les cellules souches intestinales ont été ralenties au cours des 
15 dernières années dû à un manque de marqueurs spécifiques pe~ettant leur 
identification et leur localisation. Toutefois, la fin des années 2000 fût marquée 
par l'identification de plusieurs nouveaux marqueurs relativement spécifiques à 
chacune des deux populations de cellules souches intestinales. Un des premiers 
marqueurs potentiels des cellules souches intestinales à avoir été largement 
caractérisé fut la protéine d'interaction avec l'ARN messager Musashi-1 (Potten 
et al., 2003). Néanmoins, l'étude plus approfondie de Musashi-1 a démontré que 
sa présence n'était pas uniquement restreinte aux cellules souches en position +4 
mais plutôt à l'ensemble des cellules indifférenciées de la crypte (Figure 3). Par la 
suite, l'activité du récepteur BMPRla, se traduisant par la phosphorylation des 
effecteurs Smad-1,5 et 8 ainsi que de PTEN, ainsi que la phosphorylation de la~­
caténine sur la sérine 552 ont été associées aux cellules en position +4 dans la 
crypte intestinale (He et al., 2004). D'autres marqueurs spécifiques à ce type de 
cellules souches intestinales tels que DcamKLl et Bmi-1 ont ensuite été identifiés 
(Figure 3). En contre partie, le marqueur Lgr5 a été spécifiquement associé aux 
cellules souches CBC situées au fond des cryptes (Figure 3) (Montgomery et 
Breault, 2008; Montgomery et Shivdasani, 2009). Jusqu'à présent, les rôles exacts 
de chacun de ces marqueurs ne sont pas clairement connus mais considérant leur 
présence au niveau des cellules souches intestinales, il est possible de croire qu'ils 
pourraient exercer diverses fonctions dans le maintien de l'état indifférencié et du 
potentiel d'auto-renouvellement. 
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1. 7 Les protéines du groupe polycomb 
Les mécanismes moléculaires permettant à la cellule souche de préserver son 
caractère pluripotent et son état indifférencié ont suscité beaucoup d'intérêt au 
cours des dernières années. Il est maintenant clair que des phénomènes 
épigénétiques sont au cœur d'une telle régulation. L'épigénèse en son sens propre, 
consiste en l'ensemble des modifications génétiques réversibles et transmissibles 
d'une génération à l'autre sans qu'il y ait altération des séquences nucléotidiques. 
Le père de l'épigénèse moderne, le biologiste Comad Waddington, l'a d'abord 
décrite comme l'interaction entre les systèmes génétiques et leur environnement 
dans l'acquisition d'un phénotype propre à un individu. Ainsi, les cellules souches 
interagissent avec leur microenvironnement afin de préserver un phénotype 
indéterminé réversible et dépendant du code histone (Nightingale et al., 2006). 
Les protéines du groupe polycomb (PcG) ont été étudiées de manière exhaustive 
pour leur rôles exercés dans le maintien de l'auto-renouvellement et de l'état 
indifférencié chez les cellules souches embryonnaires (Boyer et al., 2006; 
Chamberlain et.al., 2008; Kashyap et al., 2009; Lee et al., 2006; Walker et al., 
2010). À l'inverse, les protéines du groupe trithorax ont été identifiées comme 
ayant un effet inverse à celui des polycombs dans le même contexte (Soshnikova 
et Duboule, 2009). Dans le but de prévenir l'activation transcriptionnelle de 
certains gènes, les polycombs établissent un patron spécifique de modifications 
épigénétiques, telles que l'ajout de groupements méthyles sur la queue des 
histones, au niveau de la chromatine de leurs gènes cibles (Kirmizis et al., 2004)-' 
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L'introduction de telles modifications au niveau de la chromatine contribue ainsi à 
la mise en place du code histone qui dicte à son tour l'activation ou la répression 
transcriptionnelle de certains gènes sans en affecter la séquence de l' ADN en soit. 
Chez la drosophile, les polycombs reconnaissent leurs gènes cibles par la présence 
d'éléments de réponse aux polycombs ou PRE au niveau des promoteurs de ces 
gènes. Toutefois, la présence de tels éléments de réponse n'a pas été conservée 
chez les mammifères. Bien que le mode de reconnaissance des gènes cibles par 
les polycombs chez l'humain reste nébuleux, certains groupes proposent tout de 
même que la présence des facteurs de pluripotence tels que NANOG, Oct4 et 
Sox2, au niveau de certains promoteurs pourrait dicter le recrutement des 
complexes polycomb (Kashyap et al., 2009). 
En conditions physiologiques, les protéines du groupe polycomb sont regroupées 
sous forme de deux grands complexes. Premièrement, on retrouve le complexe 
répresseur de type-2 ou PRC2 qui est reconnu comme étant l'initiateur de la 
répression épigénétique, par son effet catalyseur de l'ajout de trois groupements 
méthyles sur la lysine 27 de !'histone H3 (Figure 4). Il y a aussi le complexe 
répresseur de type-1 ou PRC 1, qui est responsable du maintien de la répression 
des gènes cibles via l'induction de l'ubiquitinylation des histones et le 
recrutement d' ADN méthyltransferrases (Figure 4) (Sparmann et van Lohuizen, 
2006). Ainsi, le complexe PRC2 établit d'abord une signature moléculaire précise 
au niveau des promoteurs des gènes cibles principalement caractérisée par l'ajout 
d'une fonction tri-méthyle sur la lysine 27 de !'histone H3 
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. Figure 4: Mécanisme d'action des protéines du groupe polycomb 
Les protéines du groupe polycomb sont regroupées sous forme de deux grands 
complexes, soit le PRC2 et le PRC 1. Le complexe PRC2 est composé de trois 
protéines centrales, soit EED, EZH2 et SUZ12 et joue un rôle d'initiateur de la 
répression épigénétique par son effet catalyseur de l'ajout de groupements 
méthyles sur la lysine 27 de !'histone H3 (H3K27). Pour sa part, le complexe 
PRCI est responsable du maintien de la répression des gènes cibles via 
l'induction de l'ubiquitinylation des histones et le recrutement de DNA 
méthyltransferrases. 
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Figure-4: Mécanisme d 'action des protéines du groupe polycomb 
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(H3K27me3), puis cette signature sera ensuite reconnue par le complexe PRCl 
qui viendra s'y associer. Le complexe PRC2 est composé de trois protéines 
centrales, soit EED, EZH2 et SUZ12. D'une part, l'association entre EED et 
EZH2 a été démontrée comme étant cruciale à l'activité histone méthyltransferase 
du complexe ainsi qu'au recrutement subséquent du complexe PRCl au niveau 
des gènes cibles. De plus, SUZ12 a été démontré comme étant le pivot de 
l'assemblage et de la fonctionnalité du complexe PRC2 en soit (Cao et Zhang, 
2004). Des études de cartographie génomique ont révélé la présence du facteur 
SUZ12 au niveau d'un large éventail de promoteurs de gènes encodant des 
facteurs de transcription pro-différentiation. L'expression de ces mêmes facteurs 
de transcription se trouve réprimée chez les cellules souches embryonnaires. 
Spécifiquement, SUZ12 occupe et réprime la transactivation des promoteurs de 
divers gènes régulateurs du développement tels que les familles HOX, GATA, 
CDX, ATOH, SOX et PAX (Lee et al., 2006). Bmi-1 constitue un autre membre 
des polycomb dont la fonction a été largement étudiée chez les cellules souches 
embryonnaires et hématopoïétiques. Ce membre du complexe PRC 1 a été 
démontré comme étant un répresseur transcriptionnel du locus INK4/ARF qui 
encode des inhibiteurs du cycle cellulaire p 15 et p 16 qui sont fréquemment 
associés à l'état de sénescence cellulaire (Smith et al., 2003). De plus, 
l'expression de Bmi-1, qui est régulée en partie par la voie de signalisation 
Hedgehog, serait essentielle au maintien de la capacité à l'auto-renouvellement 
chez différents types de cellules souches (Liu et al., 2006; Wang et al., 2010). 
Considérant l'étude détaillée du rôle des groupes polycombs dans le maintien du 
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. caractère souche au niveau de l'embryon et de certains tissus adultes, rien n'est 
encore connu concernant la participation potentielle d'un tel mécanisme de 
régulation transcriptionnelle chez les populations de cellules progénitrices 
indifférenciées, comme les cellules cryptales de l'épithélium intestinal humain. 
1.8 La matrice extracellulaire et les intégrines 
L'épithélium intestinal représente un système de choix dans l'étude des relations 
existantes entre l'état cellulaire et les diverses interactions de cette cellule avec 
son microenvironnement. Située à l'interface de l'épithélium et du mésenchyme 
intestinal, la lame basale constitue un· mince feuillet composé de divers éléments 
de matrice extracellulaire. Celle-ci comprend les réseaux de collagène de type IV 
et de laminines auxquels s'associent des protéoglycans et d'autres glycoprotéines 
comme la fibronectine (Beaulieu, 1997; Leblond et Inoue, 1989). La lame basale 
contribue grandement à l'interaction entre les compartiments épithéliaux et 
mésenchymateux autant par l'interaction entre celle-ci et différents récepteurs de 
surface que par sa capacité à influencer les concentrations effectives de certains 
facteurs solubles (Adams et Watt, 1993; Beaulieu, 1997; Beaulieu, 1999). Ainsi 
dans le contexte de l'axe crypte-villosité, les fonctions cellulaires telles que la 
prolifération, la différenciation, la migration et la survie cellulaire sont 
susceptibles de subir une régulation dictée par l'interaction spécifique de certains 
récepteurs intégrines avec différentes composantes de la matrice extracellulaire 
(Beaulieu, 1997; Beaulieu, 1999; Zargham et al., 2007b). 
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Les intégrines constituent une superfamille de récepteurs transmembranaires et 
sont formés par une hétérodimérisation non-covalente entre une sous-unité 
intégrine a et une sous-unité B (Beaulieu, 1999). Chez les mammifères, plus de 24 
hétérodimères intégrines différents ont été caractérisés suite à l'identification de 
18 sous-unités a et de 9 sous-unités B différentes (Figure 5). Les récepteurs 
intégrines agissent principalement comme lien structural et fonctionnel entre le 
cytosquelette et la matrice extracellulaire afin de réguler la transduction de 
différents signaux intracellulaires (Figure 5) (Bershadsky et al., 2006; Clark et 
Brugge, 1995). Un grand nombre de récepteurs intégrines sont reconnu pour être 
présents au sein de différents épithéliums à travers l'organisme. Parmi ceux-ci, on 
compte entre autres les intégrines alBl, a2Bl, a3Bl, et a6B4 (Beaulieu, 1999; 
Dydensborg et al., 2009). La présence de ces intégrines à la membrane des 
cellules épithéliales permet la reconnaissance de différents éléments du 
microenvironnement cellulaire, tels que les laminines, les collagènes ainsi que 
d'autres glycoprotéines (Beaulieu, 1997; Mercurio, 1995; Sheppard, 1996). La 
connexion intégrine-dépendante entre la matrice extracellulaire et le cytoplasme 
permet la régulation de certaines fonctions cellulaires telles que l'adhésion, la 
migration, la prolifération, l'apoptose et la différentiation (Giancotti, 1997; Lock 
et al., 2008; Reddig et Juliano, 2005). Outre les interactions classiques entre les 
intégrines et les différents types de collagènes et les laminines, les cellules 
épithéliales intestinales ont aussi démontrées, dans certains contextes particuliers, 
l'expression de certains récepteurs intégrines moins connus. C'est le cas de 
l'intégrine a9Bl·, qui constitue un récepteur spécifique de la tenascine-C et de 
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Figure 5: Les récepteurs intégrines 
Les récepteurs intégrines représentent une superfamille de protéines 
transmembranaires formant des hétérodimérisations non-covalentes entre une 
sous-unité intégrine a et une sous-unité ~- Chez les mammifères, plus de 24 
hétérodimères intégrines différents ont été caractérisés. Au total, 18 sous-unités a 
et de 9 sous-unités ~ différentes ont été identifiées. Les récepteurs intégrines 
agissent principalement comme agent de liaison entre le cytosquelette et la 
matrice extracellulaire afin de réguler la transduction de différents signaux 








Figure-5: Les récepteurs intégrines 
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l'ostéopontine. Précisément, a9Bl est reconnue pour être exprimée de manière 
transitoire au niveau de la crypte intestinale humaine (Desloges et al., 1998; Smith 
et al., 1996; Y okosaki et al., 1998). En plus d'être présente au niveau des cellules 
de la crypte intestinale en fonction de la présence du facteur de croissance EGF, 
l'intégrine a9Bl est souvent ré-exprimée au niveau de tumeurs du colon (Basora 
et al., 1997). Aussi, l'expression du récepteur majeur de la fibronectine, soit 
l'intégrine a5Bl, ainsi que certaines intégrines aV ont été étroitement associées à 
la prolifération et la survie des cellules épithéliales intestinales (Beaulieu et al., 
1992; Bouchard et al., 2008; Vachon et al., 1995; Zhang et al., 2003). 
La survie cellulaire est un processus finement régulé et continuellement maintenu 
par l'action de cytokines, de facteurs de croissance et d'interactions avec la 
matrice extracellulaire. En ce sens, les récepteurs intégrines on été démontrés 
comme ayant un rôle crucial dans la prévention de l'anoïkose ou mort cellulaire 
programmée suite au détachement de la cellule de son substrat (Reddig et Juliano, 
2005). Au niveau des cellules épithéliales intestinales, il a été démontré que 
l'activation des intégrines constituées de la sous-unité Bl est essentiel au maintien 
de la survie cellulaire à travers la signalisation par la focal adhesion kinase ou 
FAK (Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008). D'un point de vue plus 
détaillé, suite à l'activation des intégrines BI, FAK qui est présente au niveau des 
points d'adhésion focaux, subit un changement de conformation entraînant son 
auto-phosphorylation sur le résidu tyrosine 397 (Y397). FAK ainsi activée, va 
transmettre un signal intracellulaire par le biais de la tyrosine kinase Src, qui va 
soutenir la survie cellulaire à travers l'activation des voies MEKJErk et PI3-K/Akt 
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(Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008; Harnois et al., -2004). Une faille 
dans la transmission de ces signaux dits pro-survie entraîne le déclenchement de 
la cascade apoptotique, généralement caractérisée par la perte d'intégrité de la 
membrane mitochondriale et l'activation des caspases (Grossmann et al., 1998; 
Harnois et al., 2004). Les mécanismes moléculaires impliqués dans la survie des 
cellules épithéliales intestinales ont été démontrés comme étant dépendants de 
l'état de différentiation. D'une part, les entérocytes pleinement différenciés 
migrent de façon ascendante vers l'apex de la villosité où ils seront éliminés par 
anoïkose ou mort cellulaire par détachement du substratum. Dans la mesure moins 
fréquente, les cellules prolifératives et indifférenciées de la crypte peuvent entrer 
spontanément en apoptose/anoïkose afin d'éliminer les progéniteurs endommagés 
ou défectueux (Potten, 1997; Vachon et al., 2002). De plus, des études menées par 
l'équipe du Dr Vachon ont spécifiquement démontrées que la survie des cellules 
indifférenciées de la crypte dépend 1) de l'engagement des intégrines de type p 1 
par la matrice extracellulaire, 2) de l'activation de la signalisation F AK/Src et 3) 
de la stimulation de la voie PI3-K/Akt (Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 
2008). 
1.9 L' intégrine a8[Jl 
L'intégrine a8pl a d'abord été identifiée au niveau du système nerveux du poulet 
avant la caractérisation de son orthologue humain (Bossy et al., 1991; Schnapp et 
al., 1~95a; Schnapp et al., 1995b). Depuis ce temps, l'intégrine a8Pl est reconnue 
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pour être associée aux points d'adhésion focaux afin de participer à la régulation 
de phénomènes tels que l'adhésion, l'étalement, la croissance et la survie 
cellulaire au niveau du système nerveux ainsi que chez certaines cellules 
musculaires et mésenchymateuses (Bieritz et al., 2003; Parias et al., 2005; Levine 
et al., 2000; Muller et al., 1995; Schnapp et al., 1995b; Wagner et al., 2003; 
Zargham et Thibault, 2005; Zargham et al., 2007b). De plus, le groupe du Dr 
Thibault a établi le caractère essentiel de l'intégrine a8Bl dans l'assemblage du 
cytosquelette d'actine ainsi que dans l'activation de la GTPase RhoA chez les 
cellules de muscles lisses vasculaires (Zargham et Thibault, 2006; Zargham et al., 
2007a; Zargham et al., 2007b). Cependant, la présence de l'intégrine a8Bl, tout 
comme son implication dans un mécanisme analogue à celui existant chez les 
cellules de muscles lisses vasculaires, n'a jamais été décrit dans une structure 
épithéliale. L'intégrine a8Bl interagit avec ses différents ligands via la 
reconnaissance du motif peptidique RGD qui représente en fait une séquence 
spécifique des 3 acides aminés glycine, arginine et aspartate (Denda et al., 1998). 
Les deux ligands de l'intégrine a8Bl étant les mieux décrits dans la littérature sont 
la fibronectine et la néphronectine (Brandenberger et al., 2001; Muller et al., 
1995; Sato et al., 2009). Au niveau de l'intestin humain, la fibronectine (FN) est 
fortement déposée au niveau de la lame basale sous-jacente aux cellules cryptales 
et son expression serait grandement influencée par l'activation de l'integrin-
linked kinase ou ILK (Beaulieu, 1997; Gagne et al., 2010). Pour sa part, la 
néphronectine (NPNT) constitue un élément glycoprotéique de la matrice 
extracellulaire dont les fonctions ont été principalement étudiées au niveau de 
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certains tissus en développement tels que le rein et les os (Brandenberger et al., 
2001; Kahai et al., 2010; Linton et al., 2007). Une dérégulation dans l'expression 
de la néphronectine a aussi été associée à des contextes pathologiques comme la 
nécrose tubulaire aigüe, les tumeurs mammaires et certains mélanomes (Cheng et 
al., 2008; Eckhardt et al., 2005; Kuphal et al., 2008). De plus il a été démontré 
que le motif RGD de la néphronectine avait une affinité pour l'intégrine a8Pl de 
1 OO fois supérieure à celle de la fibronectine. Ainsi, la néphronectine représente 
un ligand préférentiel pour l'intégrine a8Pl par rapport à la fibronectine (Sato et 
al., 2009). L'interaction entre l'intégrine a8Pl et la néphronectine a été 
déterminée comme étant essentielle à une morphogenèse rénale adéquate (Linton 
et al., 2007). Considérant ces faits, il est clair que l'intégrine a8pl présente chez 
certaines cellules mésenchymateuses, exerce un rôle critique dans la 
communication épithélium-mésenchyme par son interaction avec la néphronectine 
d'origine épithéliale. 
1.10 Les cellules HIEC 
Les cellules RIEC, ou «Human Intestinal Epithelial Crypt cells» ont été isolées 
par l'équipe du Dr Beaulieu, à partir d'un iléon fœtal de 17 semaines, via 
l'utilisation d'une méthode de dissociation enzymatique de l'épithélium intestinal 
(Perreault et Beaulieu, 1996). Cette méthode ayant été initi~lement mise au point 
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dans un contexte d'isolation de kératinocytes, permet une récolte optimale des 
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cellules épithéliales exempte de cellules mésenchymateuses. Les premières 
caractérisations morphologiques des HIEC ont démontrées que celles-ci étaient 
comparables aux cellules indifférenciées de la crypte, tout comme leur équivalent 
chez le rat, soit les IEC-6. L'origine épithéliale des HIEC a été confirmée par leur 
expression des kératines 8, 18, 19 et 20/21 qui, dans un contexte intestinal, sont 
spécifiques à l'épithélium (Perreault et Beaulieu, 1996). De plus, il a été démontré 
que les HIEC ont conservé leur aptitude à exprimer le marqueur cryptai MIM-
1/39 (Beaulieu et al., 1992). Surprenamment, les HIEC peuvent persister en 
culture cellulaire au-delà de 30 passages avant d'atteindre un état de sénescence. 
Quant à la présence de marqueurs de différenciation intestinaux chez les HIEC, la 
sucrase-isomaltase est absente tandis que de simples traces d'expression de 
DPPIV ont été décelées. L'ensemble de ces caractéristiques en font ainsi un 
modèle de cellules épithéliales normales de la crypte intestinale et non 
déterminées à se différencier. Les tentatives de mener les HIEC vers une 
différenciation et une polarisation marquée, en les ensemençant sur une matrice 
de laminine en présence de divers facteurs comme le TGF~ n'ont pas porté fruit 
(Pageot et al., 2000). Cela suggère la présence potentielle de mécanismes 
répresseurs de l'expression de gènes cruciaux dans la détermination et le 
déclenchement de processus de différenciation intestinal. Finalement, la capacité 
de ce modèle cellulaire normal à persister en culture pour une longue période 
temps, combiné au maintien de son état indifférencié, confère aux HIEC des 
propriétés semblables à celles des cellules souches intestinales. 
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1.11 Projet de recherche et hypothèses 
Le but de mes travaux de doctorat est d'identifier et de comprendre les 
mécanismes moléculaires responsables du maintien de l'homéostasie cryptale au 
niveau de l'intestin grêle humain. Ceux-ci agissent tant au niveau du contrôle de 
la détermination et de la différenciation qu'au niveau de la croissance, de la 
motilité et de la survie cellulaire. Dans la réalisation de nos travaux en laboratoire, 
nous avons principalement eu recours au modèle cellulaire normal humain HIEC. 
Tel que mentionné plus tôt, ce modèle représente les cellules épithéliales 
indifférenciées des cryptes intestinales qui constituent le principal centre d'intérêt 
de mes travaux de recherche. Considérant la nature purement indifférenciée des 
cellules HIEC, nous avons d'abord tenté de pousser celles-ci vers l'initiation d'un 
processus de différenciation intestinal. Pour ce faire, nous avons intégré certaines 
informations de la littérature qui suggèrent que l'action concertée des facteurs de 
transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4 entraîne la transactivation d'une panoplie 
de gènes dont les produits sont spécifiques à un phénotype intestinal différencié. 
En ce sens, nous proposons que la surexpression ectopique de ces trois facteurs de 
transcription pro-différenciation pmsse conduire une cellule cryptale 
indifférenciée à entreprendre un programme de différenciation intestinale. Ce 
processus devrait être caractérisé par 1) l'expression de certains marqueurs 
fonctionnels de différenciation, 2) la démonstration d'un certain degré de 
polarisation et 3) la présence de caractéristiques morphologiques propres aux 
' 1 cellules intestinales différenciées. A cet égard, l'impact de l'expressionide ces 
35 
trois facteurs de transcription au niveau de la détermination de la cellule vers la 
voie absorbante ou la voie sécrétrice sera étudié. Considérant que les RIEC 
présentent une incapacité totale à se différencier en conditions normales de 
culture et que celles-ci ont la capacité de subsister au-delà de 30 passages, il est 
impératif de caractériser l'expression des nouveaux marqueurs des cellules 
souches et pro génitrices de l'épithélium intestinal afin de mieux définir le statut 
de ce modèle cellulaire. Il sera tout aussi pertinent de porter une attention 
particulière aux mécanismes responsables du maintien des états pluripotent et 
prolifératif nouvellement identifiés chez certains types de cellules souches tel que 
les protéines du groupe polycomb. À ce niveau, notre hypothèse est que des 
complexes polycomb sont impliqués dans la répression de facteurs prédisposant 
une cellule à se différencier. Par ailleurs, il est clair que les interactions existantes 
entre une cellule et son microenvironnement se trouvent à la base des phénomènes 
régulateurs de diverses fonctions physiologiques fondamentales telles que 
l'adhésion, la migration, la prolifération et la survie cellulaire. Dans cette optique, 
il est essentiel d'approfondir la caractérisation du patron d'expression des 
différents récepteurs intégrines au sein de l'axe crypte-villosité humaine en 
fonction de l'état de différenciation des cellules épithéliales. Des travaux réalisés 
auparavant dans notre laboratoire ont donné certains indices selon lesquels 
l'intégrine a8~1 pourrait être présente au niveau de la crypte intestinale et y jouer 
un rôle fonctionnel. Ainsi, la caractérisation du profil d'expression de la sous-
unité a8 ainsi que l'abolition de son expression par ARN interférant nous 
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permettra de définir le rôle de ce récepteur n'ayant jamais été documenté au 
niveau des structures épithéliales. 
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II - Matériel et méthodes 
2.1 Culture cellulaire 
Les cellules normales de la crypte intestinales humaine HIEC ont été isolées à 
partir d'iléons fœtaux humains de 17 à 19 semaines de gestation selon la méthode 
décrite précédemment (Perreault et Beaulieu, 1996). Elles sont cultivées dans un 
milieu OptiMEM (Invitrogen) supplémenté de 1 % de Glutamax et d'HEPES 
(GIBCO). À l'instar de certaines conditions expérimentales particulières, le 
milieu des HIEC contient 5% de sérum de veau fœtal et 5 ng/ml de EGF (BD 
Bioscience) (Perreault et Beaulieu, 1996). Sauf exception, les HIEC sont utilisées 
entre les passages 15 et 22. Les cellules cancéreuses de colon humain Caco-2/15, 
qui ont la capacité d'exécuter spontanément un programme de différenciation 
entérocytaire suite à l'atteinte de la confluence, ont été cultivées dans un milieu 
DMEM contenant 10% de sérum de veau fœtal tel que décrit précédemment 
(Quaroni et Beaulieu, 1997; Tremblay et al., 2006; Vachon et Beaulieu, 1992). 
Les cellules myofibroblastiques intestinales humaines HIM, utilisées comme 
contrôle mésenchymateux pour certaines expériences, ont été générées et 
cultivées tel que cl.écrit précédemment (Seltana et al., 2010; Vachon et al., 1993) 
dans le mêmy milieu OptiMEM que celui utilisé pour les HIEC. 1Les cellules 
épithéliales intestinales thermosensibles TsFHI arborent un phénotype 
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indifférencié et prolifératif lorsque qu'elles sont cultivées à 32°C. Toutefois, à 
39°C elles se différencient et acquièrent une morphologie entérocytaire. C'est en 
fait la présence d'un antigène grand T thermosensible provenant du virus SV 40 
qui leur confère de telles propriétés (Pageot et al., 2000; Quaroni et Beaulieu, 
1997). Les TsFHI ont été cultivées selon une méthode préétablie et déjà 
documentée (Quaroni et Beaulieu, 1997). 
2.2 Traitement des spécimens tissulaires humains 
Les échantillons tissulaires d'iléons proximaux adultes humains sams ont été 
obtenus avec la participation de Québec Transplant (Québec, Canada). Les tissus 
de jéjunum humains fœtaux ont été obtenus à partir de fœtus, âgés entre 14 et 20 
semaines de gestation, suite à une interruption légale de la grossesse. Tous les 
travaux sont en accord avec les protocoles approuvés par le comité institutionnel 
de la recherche sur l'être humain de l'Université de Sherbrooke. Les techniques 
de préparation et d'inclusion des tissus en vue d'en générer des coupes 
cryogéniques ont été décrites précédemment (Beaulieu et al., 1992). Dans certains 
cas, la préparation de fractions épithéliales et mésenchymateuses pures a été 
effectué à l'aide d'une solution non-enzymatique contenant de l'EDTA (BD 
Bioscience) tel que documenté précédemment (Perreault et Beaulieu, 1998). 
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2.3 Conception des lignées HIEC inductibles et établissement des modèles de 
surexpression constitutives 
L'établissement de populations stables de cellules HIEC, exprimant les formes 
humaines de Cdx-2, HNFla et GATA-4 de manière inductible, a été effectué via 
l'utilisation de vecteurs rétroviraux. D'abord, une population stable de HIEC 
comprenant le système d'expression génétique tetON a été obtenue par infections 
virales tel que décrit précédemment (Escaffit et al., 2006). Les vecteurs 
plasrnidiques pRevTRE (BD Biosciences) contenant I' ADNc de chaque facteur de 
transcription, préalablement clonés par Dr Fabrice Escaffit tel que décrit 
précédemment (Escaffit et al., 2005a), ont été utilisés pour la production de virus 
à l'intérieur de la lignée 293T, suite à la co-transfection des vecteurs VPack-VSV-
G helper (Stratagene). Le vecteur pRevTRE vide a été utilisé afin de produire le 
virus nécessaire à l'établissement des populations contrôles (indVide). Les 
cellules HIECtetON ont ensuite été infectées avec les différents virus générés puis 
sélectionnées avec 10 µg/ml d'hygromycine (Invitrogen). Les lignées 
HIEC/indVide, HIEC/indCdx-2, HIEC/indHNFla et HIEC/indGATA-4 ont été 
utilisées en conditions non-induites (0 µg/ml de doxycycline) ou induites (5 µg/ml 
de doxycycline). La lignée stable double-inductible HIECindHNFia/Cdx-2 a été 
générée en infectant des HIEC/indHNF 1 a avec un rétrovirus contenant un gène de 
résistance à la puromycine ainsi que la séquence humaine de Cdx-2 en aval du 
système pRevTRE. La séle~tion a été effectuée avec 1 µg/ml de puromycine et 
l'expression optimale de HNFla et de Cdx-2 a été obtenue en ajoutant 5 µg/ml de 
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doxycycline au milieu de culture. Dans plusieurs expériences, les facteurs Cdx-2 .· 
et/ou GATA-4 sont exprimés de manière constitutive chez les cellules HIEC. Pour 
ce faire, des virus générés à l'aide du vecteur lentiviral pLPCX (BD Biosciences) 
contenant la séquence de ces facteurs ont été utilisés pour infecter les cellules 
RIEC. Le virus pLPCX vide a été utilisé comme contrôle d'infection. Les cellules 
HIEC appelées à se différencier ont été cultivées à post-confluence pendant 30 
jours dans un milieu DMEM 5% sérum de veau fœtal sans EGF où l'induction à 
la doxycycline débute dès la confluence. Pour une expression optimale des 
marqueurs de différenciation entérocytaire, l'introduction de l'expression 
constitutive de GATA-4 s'est faite 5 jours post-induction à la doxycycline. 
2. 4 Établissement des lignées shRNA 
Des populations stables démontrant une abolition de l'expression de la sous-unité 
intégrine a8 et de SUZ12, par l'entremise d'un shRNA, ont été établies par des 
infections lentivirales tel que décrit précédemment (Boudreau et al., 2007). Les 
oligonucléotides utilisés afin de générer le shRNA contrôle non-silencieux 
(shCNS)(5' -GATCGTTCTCCGAACGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGAC-
ACGTTCGGAGAATTTTTTGGAAC-3' et son complément 5'-TCGAGTTCC-
AAAAAATTCTCCGAACGTGTCACGTTCTCTTGAAACGTGACACGTTCG-
) ) 
GAGAAC-3'), et le sha8 (5'- GATCCGATCAGAGTTAATGdAACCTTCAA-
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GAGAGGTTCCAT-TAACTCTGATCTTTTTTGGAAC-3' et son complément 
5' - CGAGTTCCAAAAAAGATCAGAGTT AA TGGAACCTCTCTTGAAGG 
TTCCATTAACTCTGATCG-3') ont été synthétisés par IDT (Coralville, IA). Les 
oligonucléotides appariés ont été sous-clonés dans le vecteur pLENTIU6. Pour sa 
part, le shSUZ12 a été élaboré et acheté chez Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). Ce 
dernier se retrouve à l'intérieur du vecteur pLK0.1-puro. Les populations de 
RIEC et Caco-2/15 sous-confluentes infectées ont été sélectionnées pendant 10 
jours avec 5 µg/ml de blasticidine (shCNS et sha8) ou 1 µg/ml de puromycine 
(shSUZ12). 
2. 5 Extraction protéique 
Suite à l'élimination du milieu de culture, les monocouches de cellules sont lavées 
à l'aide d'une solution tampon phosphate physiologique ou PBS (140 mM de 
NaCl (Fisher), 3 rnM de KCl (Fisher), 8 mM de Na2HP04 (J.T. Baker) et 1,5 mM 
de KH2P04 (J.T. Baker)) puis solubilisées dans un tampon Laemli (Tris-HCL IM, 
SDS 5%, Glycérol 20%, Bleu de bromophénol 2%) contenant 5% de P-
mercaptoéthanol (Bio-Rad). L'extrait est ensuite squmis à 10 pulsations de 
sonicateur, centrifugé à 15 000 rpm pendant 5 minutes puis chauffé à 95°C 
pendant 5 minutes avant d'être quantifié par un essai calorimétrique selon la 
méthode de Lowry (Lowry et al., 1951; Noble et Bailey, 2009). Bien que cette 
méthode de quantification des protéines soit sensible à la présence de P-
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mercaptoéthanol contenu dans le tampon Laemli, nous avons contourné ce 
problème en précipitant d'abord 10 µl de chaque extrait dans de l'acide 
trichloroacétique 20%. Suite à une étape de centrifugation (10 minutes à 13 000 
rpm), les culots sont resuspendus dans du NaOH 0,1 N. 
Pour la préparation d'extraits protéiques membranaires, les cellules HIEC ont 
d'abord été incubées à 0°C dans un tampon de lyse contenant 250 mM de sucrose 
(Sigma), 10 mM de Tris pH 7.5 (Wisent), 1 mM de PMSF (Fluka) et 1% d'un 
cocktail d'inhibiteurs de protéases (Sigma). Après 3 cycles de congélation à 
l'azote liquide suivi d'une décongélation à 37°C, les échantillons ont été 
' 
centrifugés à 100 000 x g, à 4°C pendant 1 heure. Les culots obtenus ont été lavés 
avec du tampon de lyse puis re-suspendus dans 1 OO µl de tampon de lyse 
contenant 0,1 % de SDS et 1 % de Triton-XlOO. 
Tous les extraits protéiques sont conservés à -20°C avant d'être chargés sur gel de 
polyacrylamide en vue d'un immunobuvardage. 
2.6 Extraction d'ÂRN et génération des échantillons d'ADNc 
L' ARN total provenant de cellules en culture ou de :fractions tissulaires est extrait 
selon la méthode TriPure (Roche, Laval, Qc) et conservée à -80°C. L'intégrité de 
l' ARN total de chacun des échantillons est validée par une analyse visuelle des 
1 ) 
formes 28S et 18S sut un gel d'agarose 1 % contenant du bromure d'éthidifun. 
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Étant donné l'hypersensibilité de la réaction de transcriptase inverse face -à la 
variation des concentrations de sels et la présence de divers contaminants, les 
extraits d' ARN provenant de fractions tissulaires sont re-purifiés via l'utilisation 
de colonnes RNeasy (Qiagen). Les extraits d' ARN totaux sont ensuite quantifiés 
par spectrophotométrie en mesurant l'absorbance de la solution à 260 nm. La 
qualité des extractions est aussi vérifiée en établissant le ratio de l'absorbance à 
260 nm par rapport à l'absorbance à 280 nm où une valeur située entre 1,6 et 1,8 
correspond à un extrait pur. La synthèse des échantillons d' ADNc est ensuite 
effectuée à partir de 2 µg d' ARN total, via l'utilisation de l'enzyme Omniscript 
reverse transcriptase (Qiagen) en présence d'oligo(dT) à titre d'amorce 
(Amersham Pharmacia Biotech) tel que décrit précédemment (Ni et al., 2005). 
2. 7 Réaction de polymérase en chaîne (PCR) et PCR quantitatif 
Dans le cas des réactions de PCR standard, une quantité équivalente des divers 
échantillons d' ADNc testés est ajoutée à un mélange réactionnel contenant 2,5 µl 
d'un tampon d'amplification IOX (Qiagen), 10 µM de chacune des deux amorces 
spécifiques (IDT), 200 µM d'une solution de dNTP (New England Biolabs), et 1 
µl d'enzyme Taq polymérase (New Englang Biolabs). Le volume total de chaque 
tube réactionnel est complété à 25 µl avec de l'eau nanopure. Les tubes contenant 
chaque mélange réactionnel sont soumis à 30 cycles d'amplification composés 
1 J 
/ / 
d'une période de dénaturation à 94°C dè 45 secondes, une période d'appariement 
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des amorces à 60°C pour une durée de 45 secondes et d'une phase d'élongation de 
1 minute à 72°C, à l'intérieur d'un appareil iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad). 
Dans le cas des réactions de PCR quantitatif, chaque tube contient 10 µl du 
mélange réactionnel commercial 2X Brilliant® II (Stratagene ), 10 µM de chacune 
des deux amorces spécifiques et le volume total de chaque tube est complété à 19 
µl avec de l'eau nanopure. Finalement, 1 µl d'échantillon d' ADNc est ajouté à 
chaque réaction. Les tubes sont ensuite placés dans un appareil thermocycleur 
Mx3000P (Stratagene) exécutant d'abord une période d'activation de la Taq 
polymérase à 95°C, suivit de 40 cycles d'amplification comprenant une période de 
dénaturation à 95°C de 30 secondes, une période d'appariement des amorces à 
55°C pour une durée de 30 secondes et d'une phase d'élongation de 1 minute à 
72°C. Les lectures de fluorescence ont été acquises par l'appareil après chaque 
phase d'appariement. Finalement, l'appareil fait l'acquisition de données portées 
en courbe de dissociation des produits de réaction afin de valider la spécificité de 
la réaction de PCR. L'efficacité des réactions de PCR quantitatif se situent entre 
90% et 110% et ont été déterminées à l'aide de courbes standard. 
Les détails relatifs à chacune des paires d'amorces utilisées pour les réactions de 
PCR standard et quantitatif sont présentés dan's le Tableau-!. 
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Tableau-1: Séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR 
standard et PCR quantitatifs 
Gène Amorce «sens» Amorce «anti-sens» 
RPLPO 5'-GCAATGTIGCCAGTGTCTG-3' 5'-GCCTIGACCTTTICAGCAA-3' 
Cdx-2 5' -ACGTGAGCTACCTCCTGGAC-3' 5' -CAGGGACAGAGCCAGACACT-3' 
HNFla 5'-GCAGCCGAGCCATGGTTICT-3' 5'-CCCCCAAGCAGGCAGTA-3' 
B-actine 5'-CCTCGCCTTIGCCGATCC-3' 5'-GGATCTICATGAGGTAGTCAGTC-3' 
Sucrase-isomaltase 5' -GAGGACACTGGCTTGGAGAC-3' 5 '-ATCCAGCGGGTACAGAGA TG-3' 
DPPIV 5'-CCTICTACTCTGATGAGTCACTGC-3' 5'-GTGCCACTAAGCAGTTCCATCTIC-3' 
Li-cadhérine 5' -GAGTGAGAA TTCCTICAGTG-3' 5' -GTCCATCCATGGGAAGTTIGG-3' 
E-cadhérine 5' -TTGCAAA TTCCTG CCA TTC-3' 5' -GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC-3' 
Zonula-occludens-2 5' -GGGATA TTGCAGGCACAGTT-3' 5' -CGCTGTCTCCCTTCTTGAAC-3' 
Cinguline 5'-GCTCCTGTTAGCTCGTGGTCC-3' 5'-GAAAAGGCTCAGTTGGCTTG-3' 
Villine-2 5'-GGCTGCAGGACTATGAGGAG-3' 5'-TGGCAGTGTATICTGCAAGC-3' 
Claudine-11 5'-CTGGTGGACATCCTCATCCT-3' 5'-CCAGCAGAATGAGCAAAACA-3' 
Calbindine-2 5'-GCTCCAGGAATACACCCAAA-3' 5'-CAGCTCATGCTCGTCAATGT-3' 
Bmi-1 5' -TGTTCGTT ACCTGGAGACC-3' 5 '-CAGCATCAGCAGAAGGA TG-3' 
DcamKLI 5'-GGGCAGCAGGTGTAATCACT-3' 5'-TTAACCCAGGGATGCTCAAG-3' 
Musashi-1 5'-TACGCCAGCCGGAGTTATAC-3' 5'-ATIGDTCCGTAGGCAGTGAG-3' 
Lgr5 5' -TGCTCTICACCAACTGCATC-3' 5 '-CTCAGGCTCACCAGATCCTC-3' 
P161NK4a 5' -ATATGCCTTCCCCCACT ACC-3' 5' -GCCA TTIGCT AGCAGTGTGA-3' 
Intégrine a8 5'-CAGTTIGGACGAATCCACCT-3' 5'-TGCTGTCT-GGATTGTCCTTG-3' 
Vimentine 5'-AGATGGCCCTTGACATTGAG-3' 5'-GGTCATCGTGATGCTGAGAA-3' 
Hath-1 5'CCGCCCAGTATTIGCTACAT-3' 5'-CATTCACCTGTTIGCTGGAA-3' 
Hes-1 5' -AGTCT ACGATGGGACCGAGA-3' 5' -GTTGGCCAGGTCTGTGATTI-3' 
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2. 8 Immunobuvardage 
Des quantités équivalentes d'extraits protéiques sont chargées puis séparés par 
électrophorèse SDS-PAGE sur un gel de polyacrylarnide dont la concentration 
varie entre 10 et 15% selon la taille de la protéine d'intérêt. Les détails de cette 
étape ont été documentés précédemment (Benoit et al., 2009; Perreault et 
Beaulieu, 1996). Par la suite, les protéines séparées par le gel de polyacrylarnide 
sont transférées, sons l'influence d'un courant électrique, sur une membrane de 
nitrocellulose (Bio-Rad). Les sites non-occupés par les protéines préalablement 
transférées sont bloqués en incubant la membrane pendant 2 heures, dans une 
solution contenant 5% de lait en poudre sans lipide (N estlé) et 0, 1 % de TWEEN-
20 (Bio-Rad) dans du tampon PBS, sous agitation constante et à la température de 
la pièce. L'incubation des anticorps primaires, dilués adéquatement dans la 
solution de blocage, est effectuée à 4°C sur une période de 12 à 18 heures. Les 
différentes dilutions utilisées et les principales caractéristiques pour chaque 
anticorps primaire sont présentées dans le Tableau-2. Par la suite, les membranes 
sont lavées 5 fois pendant 10 minutes dans du PBS contenant 0, 1 % de TWEEN-
20 puis incubées, pendant une heure à la température de la pièce, en présence d'un 
anticorps secondaire conjugué à l'enzyme HRP et spécifiquement dirigé contre 
l'espèce de provenance de l'anticorps primaire étudié. Les anticorps anti-souris et 
anti-lapin (Amersham) sont dilués 1 :5000 dans la solution de blocage tandis que 
l'anti-chèvre (Santa Cruz Biotech) et l'anti-rat (Amersham) sont utilisés à 1 :3000 
) 
et 1 : 10000 respectivement. Suite à 5 autres lavages de 10 minutes dans du PBS 
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TWEEN-20 0,1%, la présence de l'anticorps secondaire couplé à la HRP est 
révélée par une réaction de bioluminescence engendrée par l'utilisation des 
réactifs Immobilon Western® (Millipore). 
Tableau-2: Description des anticorps utilisés en immunobuvardage 
Anticorps/Source Détails/F oumisseur Dilution 
Anti-HNFla (Chèvre) Santa Cruz Biotech 1 :500 
Anti-Cdx-2 (Souris) 88/Biogenex 1 :500 
Cytokératine-18 (Souris) CY-90/Sigma 1 :10000 
Anti-Cycline D (Lapin) Santa Cruz Biotech 1 :5000 
Anti-p27KlPI (Lapin) Santa Cruz Biotech 1 :2000 
Anti-GATA-4 (Chèvre) Santa Cruz Biotech 1 :500 
Anti-E-Cadhérine (Souris) BD Transduction lab 1 :2000 
Anti-SUZ12 (Lapin) D39F6/Cell Signaling 1 :1000 
Anti-Actine (Souris) C4/Chemicon 1 :80000 
Anti-H3K27me3 (Lapin) Millipore 1 :2000 
Anti-a8 (Lapin) A8-2/Dr G. Thibault 1 :3000 
Anti-aV (Lapin) AVl/Chemicon 1 :1000 
Anti-B 1 (Rat) mAb13/Dr K.M. Yamada 1 :1000 
Anti-Vinculine (Souris) 7F9/Chemicon 1 :10000 
Anti-RhoA (Souris) Santa Cruz biotech 1 :200 
Anti-PARP (Lapin) 9542/Cell Signaling 1 :1000 
Anti-Sucrase-Isomaltase (souris) HSI-14/Dr JF Beaulieu 1 :10 
Anti-phospho-F AK (Lapin) , 44-624/Biosource 1 :1000 
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Anti-FAK (Souris) F15020/L7/BD Trans Lab 1 :1000 
Anti-phospho-Akt (Lapin) Cell Signaling 1 :1000 
Anti-Akt (Lapin) Cell Signaling 1 :1000 
? 9 Immunofluorescence 
La procédure de détection de protéines d'intérêt par irnmunofluorescence 
employée a été préalablement décrite (Beaulieu et al., 1992). Brièvement, les 
coupes cryogéniques de 3µm d'épaisseur sont fixées dans du paraformaldhéyde 
2% (Sigma) pendant 45 minutes à la température de la pièce. Trois lavages au 
PBS pendant 5 minutes chacun sont effectués. Par la suite, une neutralisation des 
composés aldéhydes est effectuée par l'incubation des tissus dans une solution de 
PBS-glycine 100 mM à pH 7.4 pendant 45 minutes à 4°C. Encore une fois, trois 
lavages au PBS de 5 minutes suivent cette étape. Ensuite, les sites d'interactions 
protéiques non-spécifiques sont ensuite bloqués par l'incubation des tissus dans 
une solution de PBS-BSA 2%, pendant 30 minutes à la température de la pièce. 
Les anticorps primaires dirigés spécifiquement contre les protéines d'intérêt sont 
dilués dans la solution de blocage puis incubés avec les tissus pendant une période 
de 12 à 18 heures à 4°C. Les différentes dilutions utilisées et les principales 
caractéristiques pour chaque anticorps primaire sont présentées dans le Tableau-3. 
Suivant trois lavages successifs au PBS pendant 5 minutes, les tissus sont ensuite 
incubés en ' présence des anticorps secondaires spécifiques à l'espèce de 
I 1 
provenance des anticorps primaires préalablement utilisés. Les anticorps anti-
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souns, anti-lapin et anti-chèvre couplés à différents fluorophores (ALEXA 
Fluor®, rouge-594 et vert-488, Invitrogen) sont dilués 1 :200 dans la solution de 
blocage. Les tissus sont ensuite lavés 2 fois pendant 5 minutes, incubés avec une 
solution de PBS-DAPI (1 :10 000) (Sigma) pendant 3 minutes, puis lavés à 
nouveau dans du PBS pendant 5 minutes. Une goutte de milieu de montage 
(glycérol :PBS 9:1 + 0,1 % de paraphénylenediamine) est déposé sur chaque tissus 
puis une lamelle de verre vient rec'ouvrir le tout avant de procéder aux · 
observations microscopiques à l'aide d'un appareil Leica Reichart Polyvar 2 
(Leica) équipé d'une caméra couleur digitale Leica DFC300 FX. 
Dans le cas des expériences d'immunofluorescences pratiquées sur des cellules, 
celles-ci sont préalablement ensemencées, sur des lamelles de verre enduites de 
collagène de type I ou de sérum de veau fœtal, 24 heures avant leur fixation. Dans 
certains cas, ces cellules sont aussi incubées en présence de 20 µM de l'inhibiteur 
spécifique de la kinase ROCK Y-27632 (Sigma) suite à leur ensemencement sur 
lamelle. Suivant la fixation, les cellules ont aussi été perméabilisées par une 
incubation de 3 minutes avec du PBS-Triton-XlOO 0,2%. De plus, les fibres de 
stress d'actine ont été mises en évidence via l'incubation des cellules, pendant une 
heure à la température de la pièce, avec de la phalloïdine couplée à la rhodamine 
(FAKlOO, Millipore) diluée 1 :5000 dans la solution de blocage. Pour la co-
immunolacalisation de la vinculine et de la paxilline, une étape supplémentaire de 
blocage avec des IgG de souris ainsi qu'une post-fixation au paraformaldhéyde 
2%, suivant l'incubation de l'anti-souris (ALEXA Fluor®, vert-488, Invitrogen) 
1 
dirigé contre l'anti-vinculine, a été nécessaire afin d'empêcher la réaction croisée 
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de l'anti-souris avec l'anti-paxilline couplé à la rhodamine. Les complexes 
d'adhésion focaux marqués par la présence de vinculine et/ou de paxilline ont été 
comptés via l'utilisation du logiciel MetaMorph lmaging System® (Universal 
Imaging Corp. West Chester, PA). 
Tableau-3: Description des anticorps utilisés en immunofluorescence 
Anticorps/Source Détails/Fournisseur Dilution 
Anti-HNF 1 a (Chèvre) Santa Cruz Biotech 1 :200 
Anti-Cdx-2 (Souris) 88/Biogenex 1 :200 
Anti-GATA-4 (Chèvre) Santa Cruz Biotech 1 :200 
Anti-Bmi-1 (Lapin) Cell Signaling 1 :200 
Anti-SUZ12 (Lapin) D39F6/Cell Signaling 1 :2000 
Anti-Sucrase-Isomaltase (Souris) HSI-5/Dr JF Beaulieu 1 :500 
Anti-PLA2G2A (Lapin) Santa Cruz Biotech 1 :5000 
Anti-a8 (lapin) Dr L.M. Schnapp 1 :500 
Anti-Vinculine (Souris) Chemicon 1 :1000 
Anti-Paxilline-TRITC (Souris) BD Transduction Lab 1 :500 
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2.10 Génération des peptides GST-TNfn3 
Les séquences d' ADNc encodant le fragment de la tenascine-C recombinant, qui 
contiennent la 3e répétition fibronectine de type III et le motif RGD intact (TNfn3 
RGD) et le motif muté (TNfn3 RAA), ont été générés puis clonés selon la 
procédure employé par Y okosaki et ses collaborateurs (Y okosaki et al., 1998). 
Les vecteurs plasmidiques pGEX contenant les séquences GST-TNfn3 RGD et 
GST-TNfn3 RAA ont été utilisés pour la transformation de bactéries E. coli 
compétentes et la production des peptides recombinants a été induite par l'ajout 
d'IPTG aux bouillons de culture. Ces peptides ont ensuite été purifiés par 
chromatographie "d'affinité sur colonnes (Poly-Prep® Chromatography Colurnns, 
Bio-Rad) contenant des billes de sépharose Sephadex G-25 couplées à la 
glutathionne (Pharmacia). L'élution des colonnes a été effectuée avec une 
solution contenant la forme réduite de la glutathionne (ICN Biochemicals). 
2.11 Essais d'adhésion cellulaire 
Les cellules HIEC adhérentes sont d'abord récoltées en utilisant une solution de 
PBS-EDTA 0,5 mM. Les cellules sont incubées en présence de cette solution 
pendant 10 minutes à 37°C puis ensuite centrifugées à 100 x g pendant 5 minutes 
1 
à 4°C 'avant d'être re-suspendues dans du milieu OptiMEM' contenant 0,2% de 
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sérum de veau fœtal et 0,3 mM de MnCh (Sigma). Pour les essais d'adhésion faits 
sur une période de 24 heures, 10 µg/ml de cycloheximide ont été ajoutés aux 
milieux de culture afin d'éviter la production d'éléments de la matrice 
extracellulaire endogènes (V ainionpaa et al., 2006). Cependant, pour les essais 
d'adhésion faits sur 1 heure, la présence de cycloheximide n'est pas nécessaire 
puisque sur cette courte période de temps la production de matrice endogène est 
jugée comme étant négligeable. Pour ces mêmes essais d'adhésion sur 1 heure, 
des anticorps bloquants ont été incubés en présence des cellules re-suspendues 
pendant 30 minutes à 37°C. Les différentes concentrations des anticorps bloquants 
utilisés ainsi que leurs principales caractéristiques sont décrites dans le Tableau-4. 
Des plaques de 48 puits (Falcon) sont enduites des peptides d'adhésion appropriés 
(40 µg/ml des peptides GST, GST-TNfn3 RGD et GST-TNfn3 RAA dans du 
PBS) et les sites d'interactions prbtéiques non-spécifiques sont bloqués à l'aide 
d'une solution de BSA 2%. 50 000 cellules ont été ensemencées dans chaque 
puits et incubées 1 heure, pour les essais faits sur une courte période de temps 
avec utilisation des anticorps bloquants, puis pendent 24 heures pour les essais 
impliquant les cellules contenant un shRNA. Les cellules non-adhérentes sont 
éliminées par une succession de lavages au PBS et les cellules restantes sont 
fixées avec du PF A 2% pendant 1 heure à 4°C. Les cellules sont ensuite 
perméabilisées avec une solution de PBS-Triton-XlOO 0,2% et les noyaux de ces 
cellules sont colorés au DAPI avant d'être comptés manuellement pour chaque 
condition expérimentale. 
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Tableau-4: Description des anticorps neutralisants utilisés en essais 
d'adhésion cellulaire 
Anticorps Détails/Fournisseur Utilisation 
Anti-Pl mAb-13, Dr K.M. Y amada 10 µg/ml 
Anti-a5 mAb-15, Dr K.M. Y amada 25 µg/ml 
Anti-a9 Y9A2, Dr D. ·sheppard 10 µg/ml 
Anti-aV m.Ab2021Z,Chemicon 25 µg/ml 
Anti-aVP3 LM609, Biogenesis 10 µg/ml 
Anti-aVp5 P1F6, GIBCO 5 µg/ml 
2.12 Essais de migration cellulaire par induction de blessures 
Les cellules HIEC ont été ensemencées dans des boites de pétris de 1 OO mm2 
(Falcon) et cultivées jusqu'à 2 jours post-confluence. Des blessures dans les 
monocouches de cellules sont ensuite induites à l'aide de grattoirs à cellules de 19 
mm (Costar, Corning, NY). Les monocouches de HIEC blessées sont incubées 
pendant 48 heures dans du milieu OptiMEM contenant 2 mM d'hydroxyurée 
(Sigma) afin de bloquer toute contribution de la prolifération cellulaire (Tetreault 
et al., 2008). Par la suite, les cellules sont fixées avec du paraformaldhéyde 2% et 
les noyaux sont colorés avec du DAPI 1: 10 000 pendant 3 minutes. Finalement, 
les cellules ayant migré au-delà du front de la blessure sont dénombrées 
manuellement. 
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2.13 Culture de cellules en suspension 
Les cellules HIEC adhérentes sont d'abord privées en sérum pendant 24 heures 
puis récoltées en utilisant une solution de PBS-EDTA 0,5 rnM. Les cellules sont 
incubées en présence de cette solution pendant 10 minutes à 3 7°C puis ensuite 
centrifugées à 1 OO x g pendant 5 minutes à 4 °C avant d'être re-suspendues dans 
du milieu OptiMEM sans sérum contenant 0,3 rnM de MnClz (Sigma). Une 
incubation en présence d'un anticorps neutralisant la 'sous-unité intégrine a V à 
une concentration de 25 µg/ml (mAb2010Z, Chemicon) est effectuée pendant 30 
minutes à 37°C. 500 000 cellules sont ensuite ensemencées dans des boites de 
pétris de 60 mm2 (Falcon) enduites de BSA afin de prévenir toutes formes 
d'adhésion cellulaire. Le peptide RGD soluble (Sigma) est ajouté au milieu de 
culture selon une concentration de 20 µg/ ml afin d'activer l'intégrine a8Pl à la 
surface des cellules. Aussi, 10 µg/ml de cyclqhexirnide sont ajoutés aux milieux 
de culture afin d'éviter la production d'éléments de la matrice extracellulaire 
endogènes (Vainionpaa et al., 2006). Afin de renverser le phénomène anti-
apoptotique engendré par la perte de l'intégrine a8Pl chez les HIEC en 
suspension, 30 µM de l'inhibiteur pharmacologique de la PI3-K, soit Te LY-
294002 (Sigma) ont été ajouté à certaines expériences. Après l'incubation des 
cellules en suspension pour une période de 18 heures à 3 7°C, celles-ci sont 




2.14 Essais de pull-down rhotekine 
Les essais de détection et de quantification de la forme active de RhoA (RhoA-
G TP) ont été effectués à l'aide du «Rho Activation Assay Biochem Kit» 
(Cytoskeleton) selon le protocole fourni par le manufacturier. Brièvement, des 
billes recouvertes de glutathionne sont couplées à une protéine de fusion 
comprenant une portion GST ainsi que les acides aminés 7 à 89 de la rhotekine. 
Cette portion de la rhotekine est reconnue pour être spécifiquement liée par la 
forme active de RhoA. Ainsi, des lysats de HIEC sont incubés en présence de ces 
billes puis ces dernières sont ensuite isolées par centrifugation, lavées puis re-
suspendues dans un tampon Laemli contenant 5% de B-mercaptoéthanol avant 
d'être chargées sur gel de polyacrylamide en vue d'un immunobuvardage. 
2.15 Courbes de prolifération 
Les populations stables de HIEC inductibles pour l'expression de GATA-4 ont été 
ensemencées dans des boites de pétris de 35 mm2 (Falcon), selon une densité de 
départ de 200 000 cellules par boite, dans du milieu OptiMEM contenant 5% de 
sérum de veau fœtal. À différents aux jours 2, 4, 6, 10, 12, 14 et 16 post-
ensemencement, 3 boites de chaque lignée sont récoltées et le nombre de cellules 
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s'y trouvant est compté en utilisant un appareil compteur de particule Zl Coulter 
Counter (Beckman). 
2.16 Essais d'incorporation de BrdU 
Chaque type cellulaire étudié est d'abord ensemencé selon une concentration de 
1 OO 000 cellules par puits dans une plaque de 24 puits (Falcon) contenant des 
lamelles de verre prétraitées au sérum de veau fœtal. Les cellules sont ensuite 
cultivées dans du milieu OptiMEM 5% sérum + EGF pendant 24 heures. Pour 
certaines expériences, de la doxycycline (pour les lignées inductibles) ou 
l'inhibiteur Y-27632 sont ajoutés aux milieux de culture pendant cette période. 
Une dilution 1: 1000 de «ln Situ Cell Proliferation Kit Fluos® - BrdU labelling 
reagent» (Roche) dans du OptiMEM 5% sérum + EGF est ensuite ajoutée aux 
cellules pour une incubation de 4 heures à 37°C. Au terme de cette étape, les 
cellules sont lavées au PBS, fixées au méthanol 10 minutes à -20°C, puis incubées 
en présence d'une solution de Xagor (HCL 4N) pendant 8 minutes à la 
température de la pièce afin de dénaturer la chromatine et favoriser l'exposition 
du BrdU en vue d'une immunodétection. Trois lavages successifs de 5 minutes 
avec du PBS sont effectués afin de tamponner le pH et le blocage des sites 
d'interactions protéiques non-spécifiques est réalisé à l'aide du «In Situ Cell 
Proliferation Kit Fluos® - Blocking reagent» (Roche) (10 minutes, te,mpérature 
de la pièce). Les cellules sont ensuite incubées, à 3 7°C pendant 45 minutes, avec 
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une dilution 1 :50 dans du PBS d'un anticorps anti-BrdU couplé au FITC fourni 
dans le «ln Situ Cell Proliferation Kit Fluos®» (Roche). Les cellules sont 
finalement lavées au PBS, leurs noyaux sont colorés avec du DAPI 1: 10 000, puis 
les cellules BrdU-positives sont dénombrées manuellement lors d'observations 
microscopiques faites à l'aide d'un appareil Leica Reichart Polyvar 2 (Leica) 
équipé d'une caméra couleur digitale Leica DFC300 FX. 
2.17 Cytométrie par balayage laser en condition adhérentes 
Chaque lignée cellulaire est d'abord ensemencée dans une plaque 12 puits 
(Falcon) selon une densité de 500 000 cellules par puits et gardées en culture pour 
une période de 48 heures. Pour certaines expériences, de la doxycycline est 
ajoutée aux cellules à cette étape. Les cellules sont fixées au méthanol, 10 minutes 
à -20°C, puis les noyaux sont colorés avec du DAPI 1: 1000 pendant 1 heure. 
Chaque puits est ensuite soumis à un balayage laser à l'aide d'un appareil iCys 
Irnaging Cytometer (Compucyte, Cambridge, MA) afin de mesurer le contenu en 
ADN de chaque cellule. Au total, 3000 cellules isolées sont analysées puis sont 
réparties en 3 groupes distincts, soit G 1, S et G2/M, en fonction de leur contenu 
en ADN et de leur morphologie nucléaire (Darzynkiewicz et al., 2001 ). 
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2.18 Cytométrie de flux 
Suite aux essais de culture cellulaire en suspension, nous avons évalué les niveaux 
de mort cellulaire chez les cellules HIEC/shCNS et HIEC/sha8 selon leur 
perméabilité à l'iodure de propidium (Darzynkiewicz et al., 1992). Bièvement, les 
cellules sont centrifugées à 1 OO x g pendant 5 minutes à 4 °C, puis re-suspendues 
dans du PBS à 0°C contenant 1 µg/ml d'iodure de propidium. L'analyse de JO 000 
cellules provenant de chaque expérience est effectuée par un appareil F ACScan 
flow cytometer (BD Bioscience) et les données sont analysées par le logiciel 
CellQuest (BD Bioscience). 
2.19 Microscopie électronique 
La préparation d'échantillons cellulaires en vue d'analyses ultrastructurales a été 
effectué tel que décrit précédemment (Perreault et Beaulieu, 1998; Quaroni et 
Beaulieu, 1997; Vachon et Beaulieu, 1992). Brièvement, les cellules HIEC 
inductibles, avec ou sans infection lentivirale subséquente, ont été cultivées 
pendant 30 jours post-confluence en présence de 5 µg/ml de doxycycline. Les 
monocouches de cellules sont ensuite lavées avec un tampon 0,1 M de cacodylate 
de sodium (pH 7.4) puis fixées au glutaraldéhyde 2,5% pendant 1 heure à la 
température de la pièce. Par la suite, les cellules sont post-fixées dans une solution 
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de tétroxyde d'osmium 2% puis déshydratées dans une étuve. Les échantillons 
devant être analysés en microscopie électronique à transmission sont inclus dans 
une résine de type EPON-araldite. Des coupes ultra-minces des cellules dans 
!'araldite sont finalement analysées avec un microscope électronique à 
transmission de type Hitachi 7500. Pour leur part, les échantillons devant être 
analysés en microscopie électronique à balayage sont déshydratés puis leur 
surface est recouverte de microparticules d'or. Les analyses sont faites à 15 kV à 
l'aide d'un appareil JEOL JSM 840. 
2.20 Analyses par micropuces à ADN 
L' ARNm des extraits d' ARN total des différentes lignées HIEC a d'abord été 
amplifié avec le «TargetAMP 1-round Amplification Kit®» (Epicentre 
Biotechnologies, Madison, WI) selon les instructions du manufacturier. De plus, 
la préparation des sondes et la procédure d'hybridation de celles-ci ont été faites 
tel que décrit précédemment (Tremblay et al., 2006). Les micropuces à ADN (SS-
Hl 9k8), présentant 19 200 clones d' ADNc humains, ont été obtenues du 
«University Health Network of Toronto» (Ontario, Canada). Un total de 4 
expériences indépendantes a été fait sur des écp.antillons de HIECindHNFla/Cdx-2 + 
vecteur vide et de HIECindHNFla/Cdx-2 + GATA-4 en fonction du contrôle 
HIEC/indVide. Deux expériences indépendantes ont été réalisées sur les 
1 ) 
I I 
échantillons de HIECinc!HNFla/Cdx-2 + shSUZ12 et HIECindHNFla/Cdx-2 + shCNS. 
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L'analyse des données a été effectuée tel que décrit par Tremblay & al (Tremblay 
et al., 2006) et des analyses d'ontologie génétique et de classification 
fonctionnelle ont été effectuées via l'utilisation des outils bioinformatiques 
«Database for Annotation», «Visualization and Integrated Discovery (DAVID)» 
et «Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)». 
2. 21 Analyses statistiques 
Toutes les données présentées sont exprimées 'Sous forme d'une moyenne de 
toutes les expériences +/- l'erreur standard moyen. Chaque procédure 
expérimentale a été répétée au moins 3 fois, sauf en ce qui concerne les figures 11 
et 16 (résultats préliminaires : n = 2) et les résultats représentatifs de ces 
expériences ont été montrés. Les données relatives aux analyses par micropuces à 
ADN ont été soumises à un test Anova tel que décrit précédemment (Tremblay et 
al., 2006). Les données se rapportant aux expériences d'incorporation de BrdU et 
aux essais d'adhésion ont été traitées selon le modèle linéaire mixte. Toutes les 
autres valeurs ont été soumises à un test de Student bilatéral. Dans chaque cas, 
une valeur de «P» supérieure ou égale à 0,05 a été considérée comme étant 
significative. 
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III - Résultats 
3.1 Détermination du patron d'expression des facteurs Cdx-2 et HNFla au niveau de 
la muqueuse intestinale humaine 
Tel que discuté précédemment, les cellules HIEC démontrent certaines propriétés 
associées aux cellules épithéliales intestinales comme l'expression des kératines 
18 et 20 ainsi que le marqueur des cellules cryptales MIM-1/39. Toutefois, les 
cellules HIEC ne démontrent aucun signe de polarisation ou de différenciation 
intestinale (Escaffit et al., 2005b; Pageot et al., 2000; Perreault et Beaulieu, 1996). 
D'un point de vue morphologique, les HIEC présentent une surface plane, des 
complexes de jonctions peu organisés et de très faibles niveaux d'expression des 
différents marqueurs de différenciation. De telles observations confirment ainsi 
leur statut de cellules cryptales (Pageot et al., 2000). Pour leur part, les cellules 
Caco-2/15 constituent un modèle cellulaire intestinal qui origine d'un carcinome 
de colon humain et qui a été largement caractérisé dans la littérature. Lorsqu'elles 
sont cultivées à sous-confluence, les cellules Caco-2/15 démontrent des propriétés 
de cellules épithéliales indifférenciées telles qu'un état prolifératif et une absence 
de bordure en brosse. Toutefois, suite à l'atteinte de la confluence, les Caco-2/15 
entreprennent spontanémrnt un processus de différenciation entérocytaire marqué 
par l'émergence d'un état de polarisation, d'une bordure en brosse ainsi que 
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l'expression de marqueurs de différenciation terminal tel que la sucrase-
isomaltase (Sambuy et al., 2005). Par des essais de PCR, nous avons démontré 
que les messagers encodant les facteurs de transcription Cdx-2 et HNFla sont 
présents à tous les stades de confluence chez les cellules Caco-2/15. À l'opposé, 
aucune expression de Cdx-2 ni de HNFla n'est observée chez les cellules HIEC. 
L'absence d'expression de ces facteurs de transcription est accompagnée d'une 
absence des marqueurs de différenciation Li et E-cadhérine, DPPIV et sucrase-
isomaltase (Figure 6A). Des essais d'immunofluorescence sur des sections 
d'iléons adultes humains ont démontrés une absence de ces deux mêmes facteurs 
de transcription chez un nombre très limité de cellules épithéliales localisées au 
fond des compartiments cryptaux (Figure 6D). Cette observation fait contraste 
avec la forte présence de Cdx-2 et HNFla au niveau des cellules épithéliales dans 
l'ensemble de l'axe crypte-villosité (Figure 6B, C). Ainsi, l'absence de Cdx-2 et 
HNFla chez ces cellules cryptales est en concordance avec l'état indifférencié des 
cellules souches et progénitrices intestinales et pourrait expliquer du même coup 
l'incapacité des cellules HIEC à entreprendre un programme de différenciation 
(Escaffit et al., 2005b; Pageot et al., 2000). 
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Figure 6: Les cellules indifférenciées des cryptes intestinales humaines 
n'expriment pas Cdx-2 et HNFla 
(A) Analyses RT-PCR représentatives de la détection des messagers encodant les 
facteurs de transcription Cdx-2 et HNFla ainsi que les marqueurs de . 
différenciation sucrase-isomaltase, DPPIV, Li-Cadhérine et E-cadhérine. Les 
analyses ont été faites chez les Caco-2/15 en différenciation (5 et 10 jours post-
confluence) ainsi que chez les cellules HIEC. Tandis que les Caco-2/15 expriment 
fortement tous ces marqueurs, les IDEC ne démontrent que des traces 
d'expression de DPPIV. On note aussi une absence des messagers de Cdx-2 et 
HNFla chez les cellules HIEC. L'expression de la ~-actine a été analysée comme 
contrôle de normalisation. (B-D) Irnmunofluorescences sur coupes cryogéniques 
représentatives de la détection de HNFla en rouge (B,C,D) et de Cdx-2 en vert 
(B' ,C' ,D') dans l'iléon proximal humain. Le patron de marquage démontre une 
distribution nucléaire de ces deux facteurs de transcription chez les cellules 
épithéliales, tant au niveau de la villosité (B,B') qu'au niveau de la portion 
supérieure de la crypte (C,C') (Barre=lOO µm). Un plus fort grossissement de la 
région cryptale dévoile un nombre limité de cellules, négatives pour le marquage 
de HNFla en rouge (D) et le marquage de Cdx-2 en vert (D'), localisées à la base 
des cryptes en question. La superposition des images D et D' (D") confirme que 
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Figure-6: Les cellules indifférenciées des cryptes intestinales 
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3.2 Établissement et caractérisation de lignées HIEC exprimant les facteurs Cdx-2 et 
HNF 1 a de manière inductible 
Dans le but d'analyser le rôle des facteurs de transcription Cdx-2 et HNFla chez 
les cellules cryptales de l'intestin humain, nous avons établit une stratégie basée 
sur des infections rétrovirales, afin de générer des lignées stables de cellules 
HIEC exprimant chacun des deux facteurs de transcription de manière inductible. 
Dans ce contexte, l'utilisation du système d'expression génétique tetON permet 
de contrôler l'induction de gènes d'intérêt via l'ajout de doxycycline, un analogue 
synthétique de la tétracycline, dans le milieu de culture des cellules. D'une part, 
nous avons démontré que les lignées stables de cellules HIEC inductibles 
expriment massivement Cdx-2 ou HNFla en présence de doxycycline (Figure 
7A). Dans chacun des cas, l'expression d'un facteur de transcription n'a pas 
d'effet inducteur sur l'expression de l'autre. De plus, une faible expression des 
deux transgènes est détectée en absence de doxycycline. Un tel phénomène 
entraîne donc la présence d'une expression basale de Cdx-2 ou HNFla chez les 
cellules non-induites (Figure 7 A). Cette observation n'a toutefois pas été faite 
chez les cellules inductibles contrôles (IndVide). Les effets reliés à l'expression 
de Cdx-2 et HNFla chez les cellules HIEC ont d'abord été étudiés au niveau de la 
prolifération cellulaire. Des études réalisées auparavant par Dr Fabrice Escaffit, 
au sein de l'équipe de recherche du Dr Beaulieu, ont démontré que l'expression 
individuelle de Cdx-2 et HNFla chez les HIEC conduisait à une baisse de la 
/ 1 
prolifération d'environ 50% et 35% respectivement au stade 15 jours post-
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induction (Benoit et al., 201 Ob; Escaffit et al., 2006). Par des analyses 
cytométriques par balayage laser en conditions adhérentes, nous avons pu établir 
le profil de distribution, à travers les différentes phases du cycle cellulaire, des 
cellules exprimant Cdx-2 seul et en combinaison avec HNFla. Ces observations 
ont été réalisées 3 jours après le début de l'induction à la doxycycline. La 
surexpression de Cdx-2 chez les HIEC entraîne une accumulation significative en 
phase G 1 ainsi qu'une diminution des proportions de cellules retrouvées en phase 
S comparativement aux conditions contrôles (Figure 7B). D'autre part, 
l'expression combinée de Cdx-2 et HNFla conduit à un effet significativement 
additif au niveau du ralentissement de la progression du cycle cellulaire, de la 
phase Gl à la phase S, chez les cellules HIEC (Figure 7B). Mm d'élucider les 
rôles de ces facteurs de transcription dans la progression du cycle cellulaire chez 
les progéniteurs de la crypte intestinale humaine, nous avons quantifié les niveaux 
d'expression de cycline Dl et p27KIPI chez les HIEC exprimant Cdx-2 ou HNFla 
individuellement. En accord avec ce qu'il fût démontré auparavant (Escaffit et al., 
2006), la surexpression de Cdx-2 chez les HIEC conduit à une diminution de 46% 
des niveaux d'expression de cycline Dl comparativement aux HIEC contrôles 
(IndVide + dox) (Figure 7C). Aucune différence significative n'a été observée au 
niveau de l'expression de p27KIPI chez les HIEC/indCdx-2 induites 
comparativement aux cellules contrôles (IndVide + dox). Pour sa part, la 
surexpression de HNFla n'influence pas de manière significative l'expression de 
cycline Dl. Toutefois, elle conduit à une augmentation (~2 fois) des niveaux de 
p27KIP1 (Figure 7D). Ces résultats suggèrent ainsi que chacun de ces deux facteurs 
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Figure 7: Caractérisation des HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla au niveau de la 
prolifération cellulaire 
(A) Analyses par immunobuvardage démontrant l'expression inductible de Cdx-2 
et de HNFla. chez les cellules RIEC. La détection de la cytokératine-18 a été 
utilisée comme contrôle de normalisation (non illustré). (B) Histogramme 
illustrant le pourcentage de cellules distribuées dans les différentes phases du 
cycle cellulaire, soit Gl, Set G2 .+ M, pour les HIEC/indHNFla +vecteur vide -
dox, les HIEC/indHNFla + Cdx-2 - dox et les HIEC/indHNFla + Cdx-2 + dox. 
Ces données ont été obtenues suite à des expériences de cytométrie par balayage 
laser en conditions adhérentes (iCys) (n=3, *: p:S0,03, **: p:S0,005). Les quantités 
relatives de cycline Dl (C) et de p27KlP1 (D) ont été évaluées par 
immunobuvardage et par des analyses densitométriques. La détection de la 
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Figure-7: Caractérisation des HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla au 
niveau de la prolifération cellulaire 
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de transcription ont un rôle répressif sur la prolifération cellulaire, à travers deux 
mécanismes moléculaires différents. 
3.3 Expression des marqueurs de différenciation intestinaux chez les HIEC Cdx-2 et 
HNF 1 a inductibles 
L' effet entraîné par l'expression individuelle des facteurs de transcription Cdx-2 
et HNFla, au niveau de la différenciation des cellules HIEC, a été . évalué selon 
l'induction de gènes encodant différents marqueurs bien établis de la 
différenciation entérocytaire. Par des essais en RT-PCR, nous avons déterminé la 
présence ou l'absence des ARNm de la sucrase-isomaltase, la DPPIV ainsi que 
des Li et E-cadhérines dans différents contextes chez les HIEC. Les cellules 
induites pour l'expression de Cdx-2 ne démontrent qu'une très faible expression 
du messager de DPPIV. Toutefois, l' induction de HNFla conduit à une 
expression significative du messager de DPPIV ainsi qu'à l'apparition des 
messagers de la Li-cadhérine et la E-cadhérine (Figure 8A). Il est à noter que le 
niveau d'expression basal de HNFla chez les cellules non-induites est suffisant 
pour induire l'expression du messager de DPPIV. Cependant, la surexpression de 
HNFla chez les HIEC n'a pas conduit à l'induction de l'expression du messager 
de la sucrase-isomaltase (Figure 8A). 
Considérant le rôle import'liilt de HNFla dans l'induction des marqueurs de 1 
. j j 
·différenciation entérocytaire, nous avons ensuite étudié l'impact à ce niveau d'une 
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Figure 8: Analyses RT-PCR de l'induction des marqueurs de différenciation 
entérocytaire chez les HIEC 
(A) Détection des messagers encodant divers marqueurs de ·différenciation 
entérocytaire chez des populations de RIEC induites ( +) et non-induites (-). Les 
cellules Caco-2115 ont été utilisées comme contrôle positif. Cdx-2 démontre peu 
d'effet sur l'expressi'on des marqueurs de différenciation (piste 5) 
comparativement à HNFla qui induit DPPIV, Li-cadhérine et E-cadhérine (piste 
7). (B) Détection des messagers de divers marqueurs de différenciation chez les 
HIEC/indHNFla induites réinfectées avec un virus contrôle (piste 2) ou un virus 
permettant l' expression constitutive de Cdx,,2 (piste 3). Les cellules 
' 
HIEC/indVide + dox ont été utilisées comme contrôle (piste 1). L'expression de 
la ~-actine a été analysée comme contrôle de normalisation. La combinaison de 
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Figure-8: Analyses RT-PCR de l'induction des marqueurs de 
différenciation entérocytaire chez les HIEC 
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express10n constitutive de Cdx-2 chez les cellules HIEC/indHNFla. Des 
observations enRT-PCR ont été faites sur des cellules ayant été exposées pendant 
4 jours à une expression combinée de Cdx-2 et HNFla. Dans un tel contexte, la 
' combinaison Cdx-2/HNFla permet l' induction de niveaux détectables du 
messager de la sucrase-isomaltase chez les HIEC (Figure 8B). De plus, une 
augmentation apparente des niveaux de messagers de DPPIV et de Li-cadhérine a 
été observée dans ces mêmes conditions (Figure 8B, piste #3). Finalement, 
l'expression combinée de Cdx-2 et HNFla chez les HIEC n'a démontré aucun 
effet additif sur l'expression de la E-cadhérine comparativement aux cellules 
HIEC/indHNF 1 a. 
3.4 GATA-4 constitue un autre joueur clé dans la différenciation entérocytaire 
humaine 
Les facteurs de transcription de type doigts de zinc de la famille GAT A ont été 
· étudiés de manière exhaustive dans le contexte de la différenciation cellulaire. 
Plus spécifiquement, le facteur GATA-4 est reconnu pour participer, seul ou en 
collaboration avec les facteurs de types Cdx et/ou HNF, à la régulation de gènes 
dont les produits sont spécifiques aux entérocytes différenciés (Boudreau et al., 
2002; Escaffit et al., 2005a; van Wering et al., 2004). Toujours dans un contexte 
intestinal, GATA-4 a été étroitement associé à la spécification proximo-distale 
1 . 1 
/ / 
physiologique ainsi qu'au devenir cellulaire (Beuling et al., 2008; Bosse et al., 
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2006a). Des expériences en immunofluorescence sur des sections d'iléons adultes 
humains nous ont permis de démontrer que GATA-4 est présent de manière 
uniforme dans les noyaux des cellules épithéliales des compartiments cryptaux 
(Figure 9A) et villositaires (Figure 9B). Ainsi, le patron d'expression de G~TA-4 
s'apparente grandement à ceux observés pour les facteurs Cdx-2 et HNFla au 
niveau de la muqueuse intestinale humaine. Dans le but d'étudier la: fonction du 
facteur GATA-4 chez les cellules épithéliales de fa crypte, nous avons employé la 
. ' 
même stratégie de transfert de gène, par le biais d'infections virales, afin de 
générer des lignées stables de HIEC exprimant GATA-4 de manière inductible. 
En présence de doxycycline, ces lignées stables ·HIEC/indGATA-4 ont démontré 
des niveaux d'expression considérables. de la protéine GATA-4 (Figure 9C). De 
plus, là surexpression de GATA-4 chez les cellules HIEC n'induit aucunement 
l'expression des facteurs Cdx-2 et HNFla. Une faible expression basale de 
GATA-4 a été détectée chez les cellules HIEC/indGATA-4 en absence de 
doxycycline (Figure 9C). La présence de ce niveau de base n'est toutefois pas 
observée chez les Cyllules contrôles (IndVide). L'établissement de courbes de 
croissance à partir de cultures de HIEC/in_dGATA-4 a démontré que la 
surexpression de ce facteur -de transcription n'entraîne aucun effet significatif sur 
la prolifération des cellules crypte intestinal humaines (Figure 9D). 
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Figure 9: Distribution du facteur GATA-4 dans .la muqueuse intestinale humaine 
et son effet sur la prolifération cellulaire 
Détection de GATA-4 en immunofluorescence sur des coupes cryogéniques 
d'iléon adulte humain au niveau de la villosité (A) et de la crypte (B) (Barre = 1 OO 
µm). Le marquage nucléaire correspondant à la présence de GATA-4 est 
ubiquitaire au niveau de l'épithélium, à partir du tiers inférieur jusqu'à l'apex de 
la villosité. (C) Imrnunobuvardage démontrant l'expression de GATA-4 dans les 
lignées HIEC inductibles. Des niveaux significatifs de GATA-4 ont été détectés 
uniquement chez les HIEC/indGATA-4 induites. (D) Courbes de croissance 
. ' 
impliquant les cellules HIEC/indGATA-4 et démontrant l'absence d'effet 
significatif de ce facteur sur la prolifération. Les HIEC/indVide (+/- dox) ont été 
utilisées comme contrôle. 
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3.5 Génération et caractérisation de lignées HIEC double inductibles Cdx7'2/HNFla 
avec ou sans expression de GATA-4 
L'expression combinée des facteurs de transcription Cdx-2 et HNFla entraine 
l'initiation de la différenciation fonctionnelle chez les cellules HIEC. Ainsi, nous 
avons décidé de générer un modèle permettant l'expression simultanée de ces 
deux facteurs en fonction de la présence de doxycycline. La perspective d'un tel 
modèle nous permet de contrôler l'expression de deux facteurs nuisc;rit à la 
croissance cellulaire, soit Cdx-2 et HNFla, en présence ou en absence d'une 
expression constitutive de GATA-4. Cette stratégie permettra l'étude de l'effet 
coopératif de ces 3 facteurs sur la différenciation entérocytaire. Cette lignée 
cellulaire, appelée HIECindHNFla/Cdx-2, démontre de faibles niveaux d'expression de 
HNFla ainsi qu'aucune expression de Cdx-2 et de GATA-4 en absence de 
doxycycline. Suite à l'ajout de doxycycline, l'expression des protéines Cdx-2 et 
- \ 
HNFla est fortemynt induite tandis que GATA-4 reste absent (Figure lOA). 
Tel qu'attendu, certains effets reliés à l'expression basale de HNFla dans notre 
système ont _été observés en absence de ' doxycycline. En effet, on note dans ce 
contexte une induction de DPPIV (Figure 1 OB, piste #2) ainsi qu'un 
déclanchement de l'expression . de Li-cadhérine lorsque GATA-4 est 
constitutivement exprimé (Figure lOB, piste #4). Il est aussi intéressant de noter 
que la présence seule de GATA-4 parvient à induire l'expression de DPPIV 
J (Figure lOB, piste #3 et #7). En présence de doxycycJ!ine, l'expression combinée 
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Figure 10: Caractérisation des cellules HIECindHNFia/Çdx-2 et l'impact d'une 
combinaison HNFla/Cdx-2/GATA-4 sur la différenciation fonctionnelle 
(A) Analyse par immunobuvardage exposant les niveaux d'expression de base de 
HNFla. en absence (-) de doxycycline chez les HIECindHNFla/Cdx-2. (B) Analyses 
. . 
RT-PCR représentatives de la détection de la sucrase-isomaltase, la DPPIV, la Li-
cadhérine et la .E-cadhérine chez les cellules HIEC/indVide et HIECindHNFla/Cdx-2 
induites (+) et non-induites (-), en présence ou en absence de GATA-4. Les 
cellules Caco-2/15 post-confluentes ont été utilisées comme contrôle. Des essais 
en PCR quantitatif démontrent que l' addition de GATA-4 conduit à une hausse 
significative de l' expression de Li-cadhérine et à une baisse de E-cadhérine (C) 
(n=3, **: p:S0,01). (D) Des analyses en immunobuvardage confirment la baisse 
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Figure-lO:Distribution du facteur GATA-4 dans la muqueuse 
intestinale humaine et son effet sur la prolifération cellulaire 
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de Cdx-2 etHNFla est suffisante au déclenchement de l'expression de DPPIV, de 
Li-cadhérine, de E-Cadhérine et de la sucrase-isomaltase (Figure 1 OB, piste #6, 
Figure 8C). L'infection subséquente des HIECindHNFia/Cdx-2 par un lentivirus 
permettant l'expression constitutive de GATA-4, a conduit à une augmentation 
des niveaux de Li-cadhérine, qui fût ensuite confirmée par PCR quantitatif 
(Figure lOB, piste #8, Figure lOC). Toutefois, l'ajout de GATA-4 à notre système 
n'a entraîné aucun changement des niveaux d'expression des ARNm de DPPIV et 
de la sucrase-isomaltase (Figure lOB, piste #8, Figure lOC). Toutefois, une 
diminution significative de l'expression de la E-cadhérine a été observée chez les 
cellules HIECindHNFia/Cdx-2 induites en présence de. GATA-4 comparativement aux 
cellules contrôles (HIECindHNFia/Cdx-2 + dox). Cette diminution a été observée 
autant au niveau du messager (Figure 1 OC) que de la protéine (Figure 1 OD). Un 
tel résultat suggère ainsi un rôle complexe pour GATA-4 dans la régulation 
transcriptionnelle des gènes liés à la différenciation intestinale. En somme, les , . 
essais en PCR quantitatifs ont révélé que GATA-4, en présence de Cdx-2 et 
HNFla, entraîne une augmentation de 8,6 fois des niveaux de messager de· Li-
cadhérine et une diminution de 2,4 fois des niveaux de messager de E-cadhérine 




3.6 L'expression combinée de Cdx-2, HNFla et GATA-4 dirige spécifiquement la 
différenciation des HIEC vers la voie absorbante 
Tel que mentionné précédemment, le devenir cellulaire intestinal est étroitement 
gouverné par la voie de signalisation Notch. Plus précisément, c'est le ratio 
d'expression des facteurs de transcription Hath-1 et Hes-1 qui dictera la voie de 
' 
différenciation qu'empruntera la cellule intestinale. Par exemple, si ce ratio 
penche en faveur d'une expression plus élevée de Hes-1, la cellule en quest,ion 
entreprendra une différenciation entérocytaire. À l'opposé, un ratio penchant vers 
une plus forte expression de Hath-1 entraîne la différenciation vers la voie 
sécrétrice. Prenant en ligne de compte que la surexpression des facteurs Cdx-2, 
HNFla et GATA-4/ induit l'expression de marqueurs de différenciation 
.entérocytaire, nous avons voulu savoir si ces mêmes facteurs de transcription 
exerçaient ùn rôle à la base même de la détermination du devenir cellulaire. Par 
des essais en RT-PCR, nous avons d'abord observé que l'expression de Cdx-2 et 
HNFla n'avait aucun impact sur l'expression de Hes-1 et Hath-1 chez les HIEC 
comparativement aux conditions contrôles. Toutefois, l'expression de GATA-4 
seul contribue à une diminution marquée de l'expression de Hath-1 sans 
influencer les niveaux de Hes-1. La combinaison de Cdx-2, HNFla et GATA-4 
conduit à une inhibition totale de l'expression de Hath-1 chez les HIEC (Figure 
llA). Un tel phénomè:ne suggère donc que le système de surexpression des 
facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4 chez les HIEC contribue à l'établissement 
) ) 
/ / 
d'un ratio Hath-1 versus Hes-1 favorisant la différenciation vers la voie 
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Figure 11: Effet de l'expression combinée de Cdx-2, HNFla et GATA-4 d~ns la ' 
détermination du deven.ir cellulaire chez les HIEC 
(A) Analyses RT-PCR représentatives des niveaux d'expression des effecteurs de 
la voie notch, Hath-1 et Hes-1, chez les cellules HIEC en fonction de la présence 
des de transcription pro-différenciation Cdx-2, HNFla et GATA-4. L'expression 
de RPLPO a: été analysée comm~ contrôle de normalisation. (B) Expériences de 
RT-PCR représentatives de l'expression de marqueurs spécifiques des cellules 
. \ 
caliciformes (Muc2), des cellules entéroendocrines (Chromogranine A) et des 
cellules de Paneth (Défensine-5) chez les' HIEC selon différentes conditions 
d'expression des facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4. Des fractions épithéliales 
d'iléon adultes ont été utilisées comme contrôle positif. 
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Figure-ll:Effet de l'expression combinée de Cdx-2, HNFla et 
GATA-4 dans la détermination du devenir cellulaire chez les HIEC 
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absorbante. De surcroît, les principaux marqueurs de différenciation des 3 types 
cellulaires issus de la voie sécrétrice se sont révélés absents chez les cellules 
HIEC en présence et en absence des facteurs de transcription pro-différenciation 
(Figure 1 IB). 
3. 7 Influence du facteur GATA-4 dans l'acquisition de propriétés morphologiques 
associées aux entérocytes 
Toujours en considérant l'effet de Cdx-2 et HNFla sur l'induction des différents 
marqueurs de différenciation entérocytaire, nous avons porté notre attention sur 
un impact potentiel ·de ces facteurs de transcription dans la polarisation des 
cellules HIEC. D'une part, des observations en microscopie à contraste de phase 
n'ont démontré aucune différence morphologique majeure entre les cultures de 
HIEC/indHNFla (Figure 12A) et de HIECindHNFla!Cdx-2 (Figure 12B), induites à la 
doxycycline dans les deux cas et à 30 jours post-confluence. Par contre, ces 
mêmes cellules induites subissent d'importants changements morphologiques 
caractérisés par l'apparition de structures trabéculaires lorsqu'elles expriment le 
facteur GATA-4 de manière constitutive (Figure 12C, D). Conséquemment, des 
observations en microscopie électronique ont révélé l' émergence de 
caractéristiques supplémentaires associées aux entérocytes et découlant de la 




Figure 12: Observations des changements morphologiques induits par-
i' expression de Cdx-2, HNFla et GATA-4 chez les cellules HIEC 
Images prises en microscopie à contraste de phase illustrant les ·changements 
morphologiques observés dans les cultures de HIEC/indHNFla en absence (A) et 
en présence d'une expression constitutive de GATA-4 (C), ainsi que chez les 
cellules HIECindHNFlafCdx-2 + dox en absence (B) et en présence de GATA-4 (D) : 
L'expression de GATA-4 influence un remodelage de la monocouche de HIEC 
vers la formation de structures trabéculaires (Flèches sur les images Cet D). 
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Figure-12: Observations des changements morphologiques induits 
par l'expression de Cdx-2, HNFla et GATA-4 chez les cellules HIEC 
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auparavant chez les cellules HIEC de type sauvage, les HIEC/indHNFla induites 
ne présentent aucune structure morphologique reliée à la différenciation 
entérocytaire. En fait, les HIEC exprimant HNF 1 a démontrent un faible niveau 
organisationnel de leur cytoplasme ainsi qu'une membrane plasmique lisse et 
uniforme (Figure 13A, B). À l'opposé, l'introduction du facteur GATA-4 chez les 
HIEC/HNFla induites entraîne l'apparition de quelques microvillosités à la 
surface luminale des cellules en plus de démontrer un degré d'organisation plus 
élevé du cytôplasme (Figure 13C, D, E). Une densité plus importante et une 
meilleure organisation de ces microvillosités ont été observées lorsque les 3 
facteurs de transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4 sont conjointement exprimés 
( 
chez les HIEC (Figure 13F, G). 
3.8-Analyse comparative des ,profiles d'expression génétique des cellules HIEC 
exprimant les facteurs Cdx-2 et HNFJ a. en présence et en absence de GATA-4 
Des expériences de micropuces à ADN ont permis d'approfondir nos études sur 
l'impact de l'expression combinée des facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4 au 
niveau des cellules de la crypte intestinale humaine. En utilisant les cellules HIEC 
de type sauvage comme contrôle, nous avons comparé les profiles d'expression 
génétique des deux conditions favorisant le plus la différenciation ~ntérocytaire, 
soit les HIECindHNFla/Cdx-2 induites et les HIECindHNFla/Cdx-2 induites + GATA-4. 
1 1 
j j 
Parmi les 19 200 clones d' ADNc présents sur les micropuces, 12 858 d'entre·eux 
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Figure 13: Caractérisation ultrastructurale de la morphologie des cellules IITEC 
exprimant les facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4 
Observations en microscopie électronique à transmission (A,C,D,F) et à balayage 
(B,E,G) chez les cellules HIEC exprimant différentes combinaisons des facteurs 
de transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4. Les conditions HIEC/indHNFla + 
vecteur vide + dox (A et B), HIEC/indHNFla + GATA-4 + dox (C,D,E) et 
HIECindHNFla/Cdx-2 + GATA-4 + dox (F et G) ont été caractérisées. La présence de 
GATA-4 chez les cellules HIEC entraîne l'apparition de changements 
morphologiques attribuables à la différenciation entérocytaire. Barres=2 µm pour 





Figure-13: Caractérisation ultrastructurale de la morphologie des 
cellules HIEC exprimant les facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4· 
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ont pu être évalués dans au moins 3 analyses sur 4 et inclus dans les études 
statistiques. Au total, 23 7 gènes appartenant à diverses catégories fonctionnelles 
ont été démontré comme étant mod.ulés dans chacune des conditions étudiées . 
. L'observation des cartes de regroupement de gènes, où la coulèur verte signifie 
une sous-expression et la couleur rouge correspond à une surexpression, démontre 
une distinction claire entre les profiles d'expression des deux modèles de 
différenciation étudiés (Figure 14A). D'un point de vue intére~sant, parmi les 215 
, d l' d f: . .fi . h 1 HIECindHNFla!Cdx-2 . d . genes mo u es e açon s1grn 1cat1ve c ez es . · m mtes par 
rapport aux HIEC contrôles, la majorité de ceux inclus dans les catégories 
«transport» (15 gènes), «transduction de signaux» (21 gènes) et «cycle cellulaire 
& prolifération» (11 gènes) ont démontré une diminution de leur activation 
transcriptionnelle (Figure· 14B). Chez les cellules HIECindHNFla/Cdx-2 induites 
exprimant GATA-4, l'expression de 225 gènes est significativement altérée, dont 
140 démontrent une hausse de leur activation transcriptionnelle. Parmi ces gènes, 
plusieurs appartiennent aux catégories «transport» (17 gènes), «transduction de 
signaux» (20 gènes), «cycle cellulaire & prolifération» (11 gènes) et 
«métabolisme» (9 gènes). Considérant l'apparition de structures morphologiques 
et l'initiation d'une polarité relative aux entérocytes suite à l'introduction de 
GATA-4 à notre système de surexpression, nous avons procédé à une analyse de 
classification fonctioruielle des gènes modulés chez les cellules HIECindHNFlaJCdx-2 
induites+ GATA-4 par rapport aux cellules HIECindHNFlaJCdx-2 induites. De ce fait, . 
5 gènes associés à la morphologie et polarité cellulaire on été recensé comme 
étant surexi*imés en présence de GATA-4 (Tableau-5). Ainsi, des Jssais en PCR 
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Figure 14: Analyse comparative des profils d'expression génétique des cellules 
HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla en présence et en abs,ence de GATA-4 
(A) Représentation colorimétrique des patrons d',expression observés suite à des 
analyses par micropuces à ADN faites à partir d'échantillons d' ADNc de · 
HIECindCdx-21HNFla induites, +/- GATA-4. Pour les 19 200 gènes représentés sur 
chaque micropuce, le vert représente un état sous-exprimé tandis que le rouge 
correspond à une surexpression. (B) Les différents gènes significativement 
modulés en réponse à l'expression de Cdx-2/HNFla et Cdx-2/HNFla + GATA-4, 
comparativement aux cellules contrôles HIEC/indVide, ont été classés selon les 
différents processus biologiques auxquels ils sont principalement associés 
(p~0,05). (C) Analyses par PCR quantitatif validant la sùrexpression des gènes 
associés à la polarité cellulaire originalement observés par micropuces à ADN. 
L'augmentatiçm de l'expression de la Z0-2, de la cinguline, de la villine-2, de la 
claudine-11 et de la calbindine-2 a été confirmé chez les HIECindHNFlcx/Cdx-2 + 
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Figure-14: Analyse comparative des profiles d'expression génétique 
des cellules HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla en présence et en 
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quantitatif ont confirmé .,la surexpression significative des messagers encodant 
Z0-2, la cinguline et la claudine-11, tous des facteurs associés aux jonctions 
serrées (Citi et al., 2009; Gonzalez-Mariscal et al., 2009; Lui et al., 2007). De 
plus, les messagers de la calbindine-2, une protéine importante pour le transport 
du calcium (Feher et al., 1992), ainsi que de la villine-2, qui est impliquée dans 
l'organisation des microvillosités (Morales et al., 2004), ont été confirmés comme 
étant significativement surexprimés (Figure 14C). Mises ensemble, ces 
observations renforcissent l'idée d'un rôle crucial pour GATA-4 dans 
l'établissement de la polarité entérocytaire. 
Tableau-5: L'ajout de GATA-4 au système Cdx-2/HNFla augmente 
l'expression de marqueurs fonctionnels de la polarité cellulaire chez les 
HIEC 
Gènes différentiellement exprimés en présence de GAT A-4 (HIEC1n<1HNr iwcax-L) 
Gène Augmentations Localisation / fonction p < 0.05 
Zonula occludens-2 1.58 X Intégrité des jonctions serrées 
Claudine-11 3.11 X Intégrité des jonctions serrées 
Cinguline 1.93 X Intégrité des jonctions serr~es 
Cal bindine-2 2.88 X Transport du calcium 
Villin-2 ( ezrine) 3A0x Liaison membrane/actine 
(mforovillosité) 
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3. 9 . L'initiation du processus de différenciation entérocytaire irifluence l'expression 
de certains marqueurs des cellules souches intestinales chez les HIEC 
Les analyses par micropuces à ADN nous ont aussi révélé que l'activité 
transcriptionnelle du gène encodant le marqueur spécifique de cellules souches 
\ 
intestinales DcamK.Ll était diminuée chez les cellules exprimant Cdx-2, HNFla 
et GATA-4 comparativement aux cellules HIEC contrôles (IndVide). Considérant 
le statut indifférencié des cellules HIEC, nous avons effectué des analyses en PCR 
quantitatif afin de déterminer si les gènes exprimant lès marqueurs des cellules 
souches intestinales DcamK.Ll, Bmi-1, Lgr5 et Musashi-1 subissaient _une 
modulation quelconque suite à l'induction du processus de différenciation 
entérocytaire. Au cours de ces essais, des échantillons d' ADNc de la fraction 
épithéliale de l'iléon adulte humain ont été utilisés comme contrôle. Même si les 
niveaux d'expression de Lgr? observés sont très négligeables, les 3 autres 
ma,rqueurs des ~ellules souches intestinales sont fortement exprimés par les 
cellules HIEC comparativement à la fraction épithéliale pure (Figure 15). De plus, 
l'enclenchement du processus de différenciation entérocytaire cause une 
diminution de l'expression des messagers de DcamK.Ll et Musashi-1 de l'ordre 
de 30% et 58% respectivement tandis que les niveaux de Brni-1 restent inchangés 
(Figure 15). Ces résultats suggèrent donc que l'expression de Cdx-2, HNFla et 
\ 
GATA-4 entraîne la détermination des cellules intestinales indifférenciées, 
caractérisée par la chute de l'expression de certains marqueurs des cellules 
1 
/ 
souches intestinales. Cependant, il semblerait que le facteur Bmi-1, qui appartient 
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Figure 15: Influence des facteurs de transcription pro-différenciation sur 
l'expression des marqueurs de cellules souches/progénitrices intestinales 
Expériences en PCR quantitatif démontrant les ruveaux d'expression des 
messagers de Bmi-1, DcamKLl, Musashi-1 et Lgr5 chez les cellules 
HIEC/indVide et HIECindHNFia/Cdx-z + GATA-4 comparativement à la fraction 
épithéliale d'iléons adultes. Une diminution significative de l'expression de 
DcamKLl et Musashi-1 est observée suite à l'induction de la différenciation 
entérocytaire chez les HIEC comparativement aux conditions contrôles 
(HIEC/indVide) (n=3, *: p:S0,031). 
! 
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Figure-15: Influence des facteurs de transcription pro-différenciation
sur l'expression des marqueurs de cellules souches/progénitrices
intestinales
.'à la famille des polycombs, se retrouve en amont de ces 3 facteurs de transcription 
dans la cascade de différenciation entérocytaire puisqu'il n'est pas affecté. 
3.10 Rôle du polycomb Bmi-1 dans l 'homéostasie des cellules cryptales HIEC 
.Comme mentionné précédemment, le polycomb Bmi-1 a été identifié comme un 
marqueur spécifique des cellules souches intestinales en position +4. De plus, ce 
facteur est connu pour sa capacité à prévenir la sénescence cellulaire en réprimant 
le locus INK4/ARF. Les premières études de caractérisation des HIEC ont montré 
leur aptitude à perdurer en culture jusqu'à 30 passages avant d'entrer en 
sénescence, ce qui est peu commun pour un modèle cellulaire issu d'une culture 
primaire. Les expériences d' incorporation de BrdU ont démontré que les HIEC 
cessent totalement de proliférer lorsqu'elles atteignent la confluence en culture 
(Figure 16A). Ces mêmes expériences d' in'corporation de BrdU ont aussi 
démontré que même après être restées à confluence pendant une période de 30 
jours, les HIEC conservent leur capacité à proliférer. Cette observation suggère 
ainsi la présence d'un mécanisme de prévention à long terme de l'entrée en 
sénescence .chez les HIEC. Bien que suggéré par les résultats en PCR quantitatif 
chez les HIECindHNFi a/Cdx-2, les essais en immunofluorescence ont confirmé la 
présence nucléaire de la protéine Bmi-1 chez les cellules HIEC (Figure 16B). 
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Figure 16: Implication du polycomhBmi-1 chez les cellules HIEC 
(A) Expériences d'incorporation de BrdU illustrant le pourcentage de cellules en 
phase S chez les cellules HIEC à sous-confluence (SC), à 30 jours post confluence 
(PC + 30) et chez des cultures ayant subit 3 passages successifs après avoir été 
conservées à post-confluence pendant 30 jours (PC + 30 + 3 pass). (B) 
Immunofluorescences démontrant la localisation nucléaire de Bmi-1 (panneau de 
gauche) chez les cellules HIEC. Les noyaux ont été colorés au DAPI (panneau de 
droite). (C) Analyses en PCR quantitatif représentant les variations d'expression 
' 
des messagers de Bmi-1 et pl6INK4a chez des cultures de HIEC à passage #30 
comparativement aux HIEC à passage #16. Une diminution du messager de Bmi-
1 chez les HIEC à passage #30 est accompagnée d'une augmentation des niveaux 
du messager de pl6INK4a, comparativement aux HIEC à passage #16. (n =2) (D) 
Analyses en PCR quantitatif révélant une modulatioI). de l'expression du messager 
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Figure-16: Implication du polycomb Bmi-1 chez les cellules HIEC 
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De plus, la comparaison des niveaux d'expression du messager de Bmi-1 entre de 
jeunes cultures de HIEC (passage 16) et des cultures sénescentes (passage 30) 
dévoile une baisse d'expression de Bmi-1 en fonction de «l'âge» des cellules. Du 
même coup, cette diminution de l'expression de Bmi-1 est corrélée avec une 
augmentation des niveaux du messager de pl6INK4a, un inhibiteur de cycle 
cellulaire reconnu pour être lié à la sénescence et encodé par un gène du locus 
INK/ARF (Figure 16C). Des expériences en PCR quantitatif faites sur de jeunes 
cultures de HIEC, soit entre les passages 16 et 20, ont aussi révélé que les niveaux 
d'expression du messager de Bmi-1 augmentaient en fonction de la période post-
confluente (Figure 16D). Ces observations suggèrent lflle participation du 
polycomb Bmi-1 dans un mécanisme de prévention de la sénescence chez les 
HIEC, dans la mesure où les cellules post-confluentes nécessitent une forte 
expression de Bmi-1 afin de conserver leur potentiel prolifératif. 
3.11 Caractérisation de l'expression du polycomb SUZJ 2 au niveau de la muqueuse 
intestinale humaine 
Tout comme dans le cas de Bmi-1, l'expression du polycomb SUZ12 a été 
largement caractérisée chez les cellules souches embryonnaires et 
hématopoïétiques ainsi que dans certains types de cancers (Aldiri et Vetter; 2009; 
Glinsky, 2008; Majewski et al., 2008; Pizzatti et al.). Cependant, à part son 
expression rapportée dans l~ lignée cancéreuse de colon SW480, rien n'est 
présentement connu concernant l'expression et la distribution de SUZ12 dans les 
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cellules intestinales (Kirmizis et al., 2004). Des essais en immunofluorescence sur 
des sections d'iléons fœtaux et adultes humains ont exposé la présence de la 
protéine SUZ12 dans les noyaux des cellules épithéliales de fa crypte (Figur~ 
17 A, B). Au niveau du colon adulte, SUZ12 est exprimé exclusivement au fond 
des glandes. Toutefois, dans l'intestin grêle adulte, l'express.ion de SUZ12 est 
restreinte aux cellules n'étant pas terminalement différenciées soit la région 
médiane de la crypte. SUZ12 est absent des cellules différenciées de la villosité 
(sucrase-isomaltase positives; Figure 17D, E) et de la crypte (cellules de Paneth 
au fond de la crypte; Figure 17D, E). La position des cellules de Paneth a été mise 
en évidence par le marqueur spécifique PLAG2A (Figure 17F) (Murayama et al., 
2009). L'expression de SUZ12 a ensuite été étudiée par immunobuvardage dans 
différents modèles cellulaires utilisés pour . récapituler · les différentes régions 
fonctionnelles de l'axe crypte-villosité. Les cellules épithéliales indifférenciées 
ainsi que les Cl:1.co-2/15 aux stades jeunes de confluence ont démontré une forte 
expression de la protéine SUZ12 (Figure 17G). Les cellules thermosensibles 
TsFHI sont reconnues pour avoir un phénotype typique aux cellules du fond de la 
crypte, soit prolifératif et indifférencié, lorsqu'elles sont cultivées à 32°C. Alors 
que leur transfert à 39°C les amène à entreprendre un programme de 
différenciation. 
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Figure 17: Expression du polycomb SUZ12 au niveau de la muqueuse intestinale 
humaine 
Immunofluorescences effectuées sur des coupes cryogéniques d'iléon et de colon 
adultes ainsi que d'iléon fœtal de 18-20 semaines de gestation. La présence 
· nucléaire de SUZ12 (vert) est détectée au niveau des cellules épithéliales de la 
crypte de l' intestin grêle fœtal (A et B) de même qu'au fond des structures 
glandulaires du colon adulte (C). Chez l'iléon adulte, SUZ12 est retrouvé dans les 
noyaux des cellules indifférenciées (vert) tandis que les cellules démontrant un 
marquage pour la sucrase-isomaltase mature (rouge) sont SUZ12-négatives (D et 
E). Des observations à fort grossissement révèlent l'absence de SUZ12 chez 
certaines cellules à la base des cryptes (E), tel qu' observé chez les cellules 
différenciées de la villosité. Cette position cryptale est occupée par les cellules de 
Paneth, qui sont mises en évidence par la détection de PLA2G2A (vert) (F). Les 
noyaux cellulaires ont été colorés au DAPI. (G) Expériences en 
Immunobuvardage démontrant l' expression protéique de SUZ12 chez différentes 
lignées cellulaires intestinales humaines. Les cellules Caco-2/15 ont été analysées 
aux stades sous-confluent (se) ainsi qu'à 0, 5 et 8 jours post-confluence (+O, +5, 
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Figure-17: Expression du polycomb SUZ12 au niveau de la muqueuse 
intestinale humaine 
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En ce sens, des niveaux plus élevés de SUZ12 o:t;1.t été détecté chez les TsFHI 
cultivées à 32°C que dans les cultures différenciées à 39°C (Figure 17G). 
Finalement, les cellules intestinales myofibroblastiques humaines de la lignée 
HIM-14 n'ont présenté aucune expression du facteur polycomb SUZ12. Ces 
résultats démontrent que SUZ12 est exprimé à des niveaux élevés chez les 
cellules épithéliales de l'intestin humain dont la différenciation est encore 
incomplète. 
3.12 L'abolition de l'expression du polycomb SUZJ 2 influence la prolifération et 
l'état de différencJation des cellules HIEC 
Dans le but d'identifier l'implication fonctionnelle de la protéine SUZ12 et de la 
machinerie du groupe polycomb dans le maintien de l'homéostasie de 
l'épithélium intestinal humain, nous avons utilisé un shRNA spécifique au 
messager de SUZ12 afin d'en inhiber l'expression chez les cellules HIEC. Tel que 
' démontré précédemment, ce modèle normal présente à priori cèrtaines 
caractéristiques des cellules souches intestinales comme l'expression de Bmi-1 et 
DcamKL 1 en plus de pouvoir entreprendre un processus de différenciation 
entérocytaire suivant l'expression ectopique des facteurs Cdx-2 et HNFla. Des 
essais d'immunobuvardage nous ont confirmé une disparition quasi-totale de la 
protéine SUZli chez les cellules HIEC/shSUZ12 comparativement aux cellules 
contrôJe HIEC/shCNS (Figure 18A). Cette inhibition de l'e:i;Cpression de SUZ12 
est aussi accompagnée par une baisse de la tri-méthylation de la lysine 27 de 
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l'histone H3, qui constitue une marque absolue de l'activité du complexe PRC2 
dont fait partie SUZ12. De plus, des expériences d'incorporation de BrdU ont 
d~montré une réduction massive du nombre de cellules en phase S chez les 
HIEC/shSUZ12 comparativement aux contrôles HIEC/shCNS (Figure 18B). Cette 
observation vient appuyer le fait que la machinerie polycomb joue un rôle 
important dans le maintien du potentiel prolifératif des cellules HIEC. 
Considérant la complémentarité frappante entre le patron d;expression de SUZ12 
et la présence optimale de la sucrase-isomaltase à travers l'axe crypte-yillosité, 
nous avons évalué l'impact de l'invalidation de SUZ12 au niveau de la maturation 
des HIEC ayant entrepris leur processus de différenciation entérocytaire. Les 
enzymes de la bordure en brosse dont la sucrase-isomaltase et la dipeptidyl 
peptidase-IV sont reconnues comme ·des marqueurs de la différenciation 
fonctionnelle des ceilules entérocytaires humaines. Des expériences en PCR 
quantitatifs ont d'abord démontré que l'abolition de l'expression de SUZ12 chez 
les HIEC de type sauvage n'entraînait aucune induction significative de 
l'expression de la sucrase-isomaltase et de la DPPIV. Toutefois, nous avons 
démontré auparavant la capacité de Cdx-2 et HNFla à induire l'expression de ces 
1 
deux marqueurs de différenciation. En abolissant l'expression de SûZ12 chez les 
cellules HIEC déjà activées pour entamer un processus de différenciation 
entérocytaire, nous avons observé des augmentations de 400% et 50% dans les 
niveaux d'expressions de la sucrase-isomaltase et de DPPIV, respectivement 
(Figure 18C, D). 
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Figure 18: L'abolition de l'expression de SUZ12 affecte la prolifération et 
l'expression de marqueurs de différenciation chez les HIEC 
(A) L'abolition de l'expression de SUZ12 par shRNA, ainsi que son effet au 
niveau de la tri-méthylation de !'histone H3 sur la lysine 27 ont été confirmé par 
immunobuvardage chez les cellules HIEC/shSUZ12 comparativement aux 
HIEC/shCNS. L'expression de l'actine a été analysée comme contrôle de 
normalisation. (B) Expériences d'incorporation de BrdU faites chez les cellules 
HIEC/shCNS et HIEC/shSUZ12. L'histogramme démontre le ratio du nombre de 
cellules BrdU-positives par rapport au nombre total de cellules (DAPI) pour 
chaque condition (n=3, **: p.'.S0,01). Des analyses en PCR quantitatif illustrent les 
différences d'expression des messagers de la sucrase-isomaltase (C) et de la 
DPPIV (D) chez les cellules HIEC wt shCNS et shSUZ12, ainsi que chez les 
HIECindHNFla/Cdx-2 + dox shCNS et shSUZ12. L'abolition de SUZ12 entraîne des 
augmentations significatives d'environ 400% et 50% de l'expression des 
messagers de la sucrase-isomaltase et de DPPIV respectivement chez les cellules 
HIECindHNFla/Cdx-2 + dox, comparativement aux HIEC/shCNS exprimant 
Cdx-2 et HNFla (n=3, **: p.'.S0,01, ***: p.'.S0,0001). 
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Figure-18: L'abolition de l'expression de SUZ12 affecte la 
prolifération et l'expression de marqueurs de différenciation chez les 
HIEC 
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3.13 L'abolition de SUZl 2 accélère le programme de différenciation des cellules 
Caco-2115 
Les cellules Caco-2/15 constituent l'un des modèles de différenciation 
entérocytaire les mieux caractérisés dans la littérature. À l'aide d'un shRNA 
entraînant la dégradation du messager de SUZ12, nous avons voulu confirmer que 
l'effet pro-différenciation retrouvé chez les HIEC, suite à l'invalidation de la 
machinerie polycomb, était aussi observé dans la lignée cellulaire Caco-2/15. 
D'une part, des analyses en immunobuvardage ont confirmé une diminution des 
quantités de la protéine SUZ12 et de la tri-méthylation de la lysine 27 de !'histone 
H3 aux stades 0, 5 et 8 jours post-confluence chez les Caco-2/15/shSUZ12 
comparativement aux cellules contrôles (Figure 19A). Dans ce même contexte, 
nous avons démontré que les niveaux d'expression de la sucrase-isomaltase 
étaient significativement augmentés aux stades 5 et 8 jours post-confluence chez 
les cellules Caco-2/15/shSUZ12 comparativement aux cellules Caco-2/15/shCNS 
(Figure 19A, B). De tels résultats suggèrent quela perte de fonctionnalité de la 
machinerie polycomb chez les cellules Caco-2/15 entraîne une exécution 
prématurée de leur programme de différenciation entérocytaire. 
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Figure 19: SUZ12 réprime le programme de différenciation entérocytaire chez 
les cellules Caco-2/15 ' 
(A) L'abolition .de l'expression de SUZ12 par shRNA, ainsi que sori effet au 
niveau de la tri-méthylation de l'histone H3 sur la lysine 27 ont été confirmé par 
immunobuvardage chez les cellules Caco-2/15/shSUZ12 +O, +5 et +8 jours post-
confluence, comparativement aux cellules Caco-2/15/shCNS de mêmes stades. 
L'expression de l'actine a été analysée comme contrôle de normalisation. De plus, 
l'expression protéique de la sucrase isomaltase a été analysée, dans ces mêmes 
conditions, aux stades +O, +5 ~t +8 jours post-confluence (P.C.). (B) Analyses 
densitométriques des niveaux d'expression de la sucrase-isomaltase observés en 
immunobuvardage chez les cellules Caco-2115/shCNS et shSUZ12 (n=3, *· 
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Figure-19: SUZ12 réprime le programme de différenciation 
entérocytaire chez les cellules Caco-2/15 
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· 3.14 Analyse du profil d 'expression génétique des cellules HIECndHNFJo/Cdx-2 suivant 
l 'altération de la machinerie polycomb 
Des expériences de micropuces à ADN ont permis d'approfondir nos études sur 
l'impact de l' invalidation de SUZ12 chez les HIEC exprimant les facteurs Cdx-2 
et HNFla en combinaison. Nous avons comparé les profils d'expression 
génétique des cellules HIECindHNFi a/Cdx-2 induites + shSUZ12 avec les cellules 
HIECindHNFia/Cdx-2 induites+ shCNS. Parmi les 19 200 clones d'ADNc présents 
sur les micropuces, 1470 d'entre eux ont démontrés une m~dulation significative 
de leur expression et ont pu être inclus dans les études ontologiques. Au total, 3 83 
gènes appartenant à diverses catégories fonctionnelles ont été démontré comme 
étant modulés en absence de SUZ12. L'observation des cartes de regroupement de 
gènes, où la couleur verte signifie une sous-expression et la ~ouleur rouge 
correspond à une surexpression, démontre une distinction claire entre les profils 
d'expression (Figure 20A). Il est intéressant de noter que parmi les 383 gènes 
modulés de façon significative par l'invalidation de SUZ12 chez les 
HIECindHNFid/Cdx-2 induites,' plus de 25% d'entre eux sont associés à la 
différenciation cellulaire (98 gènes) (Figure 20B). Les catégories «voies 
métaboliques» (81 gènes), «cancer» (32 gènes) et «ribosomes». (30 gènes), sont 
aussi grandement affectées par l'abolition de SUZ12 (Figure 20B). Considérant 
les différences d'expression observées dans les marqueurs de différenciation 
entérocytaire en l'absence de SUZ12, nous avons porté une attention particulière 
! 
/ 
aux gènes inclus dans la catégorie «Différenciation cellulaire» (Tableau 6). Du 
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. nombre, on retrouve les marqueurs de cellules souches CD24 et CD44 qm 
subissent une répression importante suite à l'abolition de SUZ12. Par ailleurs, 
l'expression de la furine est augmentée d'environ 4 fois suite à l' abolition de 
SUZ12. Une portion des gènes modulés par l' absence de SUZ12 chez les HIEC et 
associés à la différenciation cellulaire est représentée à la Tableau-6. 
Tableau-6: Gènes associes à la différenciation cellulaire et modulés 
significativement suite à l'abolition de SUZ12 chez les HIECindHNFla/Cdx-2 
induites 
HIECindHNF1a1cdx-z + dox shSUZ12 vs shCNS 
Gène Fonction/différenciation Variation 
CD24 Marqueur de cellu les so1,1ches ! 6,25x 
CP44 Marqueur de cellules souches ! 7, 14x 
p300 Co-répres.seur transcriptionnel ! 3,23x 
EphA4 Morphogenèse de la crypte intestinale foetale ! 3,03x 
EphA5 Indétectable dans l'intestin grêle murin î 2, 15x 
REST Répresseur de la différenciation neuronale ! 3,33x 
Smad3 Transduction de signaux de la voie TGFl3 ! 4,55x 
HoxD10 Différenciation des neurones moteurs ! 2,86x 
SOX-9 Répre~seur de Cdx-2 et Muc2 ! 2,33x 
Swi/Snf-related SMARCE1 Remodelage nucléosomal ! 3,23x 
TGIF1 Inhibition de la voie TGF13 ! 2,33x 
Calreticuline Différenciation mucineuse (cancer du colon) î 2,48x . 
CXCR4 Intégrité de la barrière épithéliale î 1 ~ 60x 
p18 Inhibiteur de la croissance cellulaire î 2,82x 
Fibronectine Homéostasie de la crypte intestinale ' ! 18,73x 
Netrine 4 Réprimé dans la différenciation des cellules neurales ! 2,27x 
RhoA Réprimé çlans la différenciation des cellules HT-29 ! 6,25x 
HDAC5 Remodelage de la chromatine ! 5,00x 
Furine Augmenté lors de la différenciation entérocytaire î 3,82x 
RNF44 Régulation de l'ubiquitinylation ! 2,63x 
RNF114 Régulation de l'ubiquitinylation ! 6,25x 
RNF149 Fonction inconnue ! 6,25x 
PCGF1 Ubiquitinylation de !'histone H2A ! 2,08x 
Zinc finger protein 488 Fonction inconnue ! 3,03x 
DUSP3 Contribue à la différenciation par les voies Erk et JNK t 6,69x 
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Figure 20: Analyse comparative des profils d'expression génétique des cellules 
IDEC exprimant Cdx-2 et HNFla en présence et en absence de SUZ12 
(A) Représentation calorimétrique des patrons d' expression observés suite à des 
analyses par micropuces à ADN faites à partir d' échantillons d'ADNc de 
HIECindCdx-21HNFia. induites + shCNS et shSUZ12. Pour les 19 200 gènes 
représentés sur chaque micropuce, le vert représente un état sous-exprimé tandis 
que le rouge correspond à une surexpression. (B) Les différents gènes 
significativement modulés (à la hausse ou à la baisse) en réponse à l'abolition de 
SUZ12 chez les HIECindCdx-2/HNFia. induites, comparativement aux cellules 
contrôles HIECindCdx-2/HNFia. induites + shCNS, ont été classés selon les différents 
processus biologiques auxquels ils sont principalement associés (p:S0,05). 
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Fonction biologique Gènes significativement modulés 
Différenciation cellulaire 98 
Voies métaboliques 81 
Cancer 32 
Ribosomes 30 
Cytosquelette d'actine 21 
Phosphorylation oxydative 19 
Endocytose 15 
Voie des MAPK 13 
Points d'adhésion focaux 13 
Épissage 13 
Voie de Wnt 10 
Cycle cellulaire 10 
Signalisation par les 
cytokines 10 
Jonctions serrées 9 
Voie du calcium 9 
-· . ... l • 
Figure-20: Analyse comparative des profiles d'expression génétique 
des cellules HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla en présence et en 
absence de SUZ12 
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3.15 Variation des profils d'expression des récepteurs intégrines suite à l'induction 
de la différenciation entérocytaire 
Des données obtenues lors de la comparaison, par micropuces à ADN, des profils 
d'expression génétique des cellules HIEC de type sauvage par rapport aux HIEC 
exprimant les facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4 ont permis d'observer certaines . 
modulations intéressantes au niveau des récepteurs intégrines. En effet, les sous-
unités al et a2, qui sont normàlement associées ·aux cellules cryptales 
indifférenciées (Beaulieu et al., 1992) et présentes chez les cellules HIEC 
(Auclair, 2005; Morin, 2009), subissent une baisse d'expression de l'ordre de 2,28 
et 1,86 fois respectivement suite à l'initiation de la différenciation entérocytaire 
chez les HIEC (Figure 21A). Conséquemment, l'expression du gène encodant la 
sous-unité intégrine a3, dont la présence est associée à l'épithélium intestinal 
différencié (Beaulieu, 1997; Beaulieu et al., 1992; Gout et al., 2001), est 
augmentée de 2 fois chez les cellules HIEC en différenciatfon par rapport aux 
HIEC de type sauvage (Figure 21A). Ces expériences ont aussi permis de 
démontrer que l'expression du gène encodant la sous-unité intégrine a8 subissait 
une diminution de 2,65 fois suite à l'initiation dè la ·différenciation entérocytaire 
chez les HIEC (Figure 21A). Les observations concernant la sous-unité a8 ont été 
confirmées par des essais en R T-PCR où une réduction drastique des niveaux de 
messager de a8 a été démontrée en présence des facteurs Cdx-2, HNFla et 
GATA-4 (Figure 21B). Selon la littérature, la sous-unité intégrine a8 peut 
1 1 
I I 
s'associer uniquement à la sous-unité ~l afin de former 
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Figure 21: Variation des niveaux d'expression des sous-unités intégrines suite à 
l'induction du processus de différendation entérocytaire chez les HIEC 
(A) Données issues d'expériences de micropuces à ADN et démontrant la 
variation des mveaux d'expression des messagers ,encodant les · sous-unités 
intégrines al , a2, a3 et a8 chez les RIECindCdx-21HNFla + GATA-4 + dox 
comparativement aux · cellules RIEC de type sauvage. (B) Analyses RT-PCR 
représentatives de l'expression du messager de la sous-unité intégrine a8 chez les 
RIEC exprimant les facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4 selon diverses 




HIEC HNF-la/Cdx-2/GATA-4 vs HIEC wt 
Gène Variation 
ITGAI Baisse 2,28x 
ITGA2 Baisse 1,86x 
ITGA3 Hausse 2,0üx 
ITGA8 Baisse 2,65x 
B 
Cdx-2 + + 
HNF1a + + 
GATA-4 + + 
lnt a8 
RPLPO 
Figure-21: Variation des niveaux d'expression des sous-unités 
intégrines suite à l'induction du processus de différenciation 
entérocytaire chez les HIEC 
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l'hétérodimère intégrine a8~1 (Bossy et al., 1991). Jusqu'ici, très peu 
d'informations sont disponibles quant à la présence et la participation de 
l'intégrine a8~1 dans la régulation de quelconque fonction cellulaire intestinale. 
3.16 Caractérisation de l'expression de la sous-unité intégrine a.8 au niveau de 
l 'épithélium intestinal humain 
Afin d'investiguer plus en profondeur la participation potentielle de l'intégrine 
a8~1 dans le maintien de l'homéostasie cryptale, nous avons d'abord analysé le 
patron d'expression de la sous-unité a8 au sein d'iléon fcetaux humains aux stades 
. 14 et 20 semaines de gestation. D'une part, des observations faites en 
immunofluorescence ont permis de démontrer la présence de a8 à la base des 
cellules épithéliales de la zone proliférative dans les espaces intervillositaires chez 
les spécimens de 14 semaines (Figure 22A, C). À 20 semaines de gestation, le 
marquage correspondant à la présence de a8 continu d'être observé à la base de 
certaines cellules épithéliales des compartiments cryptaux nouvellement formés. 
Cependant, à ce stade, une forte expression de a8 est aussi notée au niveau du 
stroma (Figure 22B, D). La présence de l'intégrine a8~1 chez les cellules 
épithéliales intestinales humaines a ensuite été confirmée par des RT-PCR faits 
sur des échantillons d' ADNc obtenus à partir de fractions épithéliales et 
mésenchymateuses pures de jéjunum fcetaux de 20 semaines (Figure 22E). Tel 
qu' attendu, une forte présence du messager encodant Ja8 a été détecté dans les 
fractions mésenchymateuses. La pureté de ces fractions a été confirmée par 
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Figure 22: Caractérisation de l'expression de la sous-unité intégrine a8 au 
niveau de l'épithélium intestinal humain 
' 
Immunofluorescences représentatives de la localisation de la sous-unité intégrine 
a8 au niveau de coupes cryogéniques d'iléons fœtaux humains de 14 (A et C) et 
20 (B et D) semaines de gestation. Les régions cryptales sont définies par les traits 
blancs en A et B. Les cryptes prises à fort grossissement démontrent une présence 
basolatérale de a8 (flèches) chez les cellules épithéliales (E) localisées au fond 
des cryptes, autant au stade 14 semaines qu'à 20 semaines de gestation (Cet D). 
Notons qu'à 20 semaines la présence de a8 est beaucoup plus intense dans la 
région mésenchymateuse· (M) (Barres=50 µm pour A et B, 25 µm pour C et D). 
(E) RT-PCR représentatifs de la présence du messager de a8 au niveau des 
fractions épithéliales (E) et mésenchymateuses (M) de d'iléons fœtaux humains 
de 18-20 semaines de gestation. La pureté des fractions a été validée par l'absence 
respective de vimentine et de E-cadhérine. (F) RT-PCR représentatifs de 
l'expression du messager de a8 chez les cellules HIEC et Caco-2/15 (+O, +5 et 
+ 10 jours post-confluence). La détection du messager de la sucrase-isomaltase fait 
foi du niveau de différenciation des conditions analysées. L'expression de ~LPO 
a été analysée comme contrôle de normalisation. (G) Immunobuvardage 
confirmant l'expression protéique de a8 chez les HIEC. L'expression de l'actine a 
été analysée comme contrôle de normalisation. (H) RT-PCR représentatif de 
l'expression du messager de a8 chez les HIEC/GATA-4, comparativement aux 
contrôles vecteur vide (v.v.). }DPPIV est utilisé comme marqueur de 
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Tiré de Benoit & al., Biology of the Cell. 2009 
Figure-22: Caractérisation de l'expression de la sous-unité intégrine 
a8 au niveau de l'épithélium intestinal humain 
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l'absence de, E-cadhérine et de vimentine dans les :fractions épithéliales et 
mésenchymateuses respectivement. L'expression de la sous-unité intégrine a8 a 
ensuite été analysée par RT-PCR et par immunobuvardage chez les modèles 
cellulaires HIEC et Caco-2/15. Autant au niveau de la protéine que du messager, 
aucune expression de a8 n'a été observée chez les cellules .caco-2/15, peu 
importe le stade de confluence. Toutefois, une forte expression du messager et de 
la protéine a8 a été observée chez les cellules HIEC (Figure 22F, G). Afin de 
démontrer l'association entre l'intégrine a8~1 et le phénotype cryptai, nous avons 
montré que la surexpression du facteur de transcription pro-différenciation 
GATA-4 induit clairement une baisse d'expression du messager de a8 tout en 
induisant l'expression du marqueur de différenciation DPPIV .chez les HIEC 
(Figure 22H). Ensemble, ces résultats exposent l'expression spécifique de 
l'intégrine a8~1 par les cellules progénitrices de l'épithélium intestinal humain. 
De plus, le modèle cellulaire HIEC sera subséquemment utilisé afin de 
comprendre l'implication fonctionnelle de cette intégrine au niveau de la crypte 
intestinale humaine. 
3.17 Rôle de l'intégrine o.8(Jl au niveau de l'adhésion cellulaire, de l'organisation 
des points d'adhésionfocœux et de l'assemblage des fibres de stress 
Les propriétés adhésives de type RGD dépendantes, chez les cellules HIEC, ont 
j été évaluées par des essais d'adhésion faisant int~rvenir une matrice synthétique 
constituée d'un peptide de fusion GST appelé TNfn3, qui contient en fait la 3e 
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répétition fibronectine · de type III de la tenascine-C. Ce module structural 
d'environ 90 acides aminés, initialement identifié à l'intérieur de la séquence 
peptidique de la fibronectine, comprend un motif RGD qui sert de site de liaison 
pour certaines intégrines (Geiger et al., 2001). Les cellules HIEC de type sauvage 
ont démontré une adhésion très efficace sur un tel peptide. Toutefois, l'utilisation 
d'un anticorps bloquant la sous-unité intégrine P 1 a complètement aboli 
l'adhésion RGD dépendante des HIEC sur le TNfn3 (Figure 23A). D'autre part, 
les tests d'adhésions effectués en présénce d'un anticorps neutralisant la sous-
unité intégrine aV ont démontré une réduction de l'adhésion cellulaire d'environ 
50% chez les HIEC. À l'opposée, l'utilisation d'anticorps neutralisant les sous-
unités intégrine a5 et a9 n'a pas influencé de manière significative l'adhésion 
RGD dépendante des cellules HIEC (Figure · 23A). Ainsi, par élimination, ces 
résultats suggèrent l'implication d'une autre intégrine Pl dans l'adhésion de type 
RGD dépendante chez les HIEC. Dans ce cas, l'implication -de a8Pl s'avère une 
possibilité mais l'inexistence d'anticorps neutralisant la sous-unité a8 nous a 
empêchés d'en faire la preuve. Nous avons donc opté pour l'établissement d'une 
lignée HIEC ,dans laquelle l'expression de a8 est spécifiquement inhibée par la 
présence d'~ shRNA. Des analyses en immunobuvardage ont permis de 
confirmer la réduction d'environ 70% des niveaux d'expression de a8 chez les 
cellules HIEC/sha8 comparativement aux HIEC/shCNS et HIEC de type sauvage 
(Figure 23B, C). De plus, nous avons démontré que l'action des shRNA contrôle . 
(CNS) et a8 n'influençait pas l'expression des sous-unités intégrines aV et Pl 
1 
comparativement aux HIEC de type sauvage (Figure 23B, C). Nous avons ensuite 
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effectué des essais d'adhésion, impliquant les cellules HIEC/shCNS et . ·.  
HIEC/sha8, sur une matrice de TNfn3 pour démontrer que l' absence de 
l'intégrine a8~1 réduisait les niveaux d'adhésion d'environ 70% comparativement 
aux conditions contrôle (Figure 23D). Notons que ces mêmes essais effectués sur 
une matrice de TNfn3 comportant une mutation du site RGD en séquence RAA, 
ont conduit à des niveaux d'adhésion négligeables chez les cellules HIEC/shCNS 
et HIEC/sha8. Le résultat de ces expériences assure l'importance de la 
contribution de l' intégrine a8~1 dans l' adhésion de type RGD dépendante chez 
les cellules épithéliales intestinales de la crypte. 
Suite à cette démonstration de l' importance de l' intégrine a8~1 dans l'adhésion 
des cellules cryptales, nous avons porté notre attention vers l' impact d'une 
inhibition de l'expression de cette intégrine sur l'organisation des points 
d 'adhésion focaux et du cytosquelette d'actine. Pour se faire, nous avons 
ensemencé contrôles et HIEC/sha8 sur des lamelles de verre enduites de sérum 
puis analysé, par immunofluorescence, la distribution de la vinculine qui constitue 
un marqueur bien caractérisé des points d' adhésion focaux. De plus, les fibres de 
stress d'actine ont été mises en évidence par l' incubation des cellules avec de la 
phalloïdine couplée à la rhodamine. La diminution des niveaux d' intégrine a8~1 
entraîne une diminution du nombre de points d'adhésion focaux vinculine-positifs 
ainsi qu'une réorganisation du cytosquelette d'actine, passant de fibres de stress 
parallèlement organisées vers un arrangement plutôt cortical (Figure 23E, F). De 
plus, ces observations s'accompagnent de niveaux d'expression protéique 
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Figure 23: Influence de l'intégrine a8Pl au niveau de l'adhésion cellulaire et de 
l'organisation du cytosquelette d'actine chez les cellules cryptales 
(A) Essais d'adhésion cellulaire (1 heure) impliquant les HIEC de type sauvage 
ensemencées sur une matrice synthétique de peptide contrôle GST ou de GST-
TN:fn3 RGD. Les cellules ont été incubées ou non avec différents anticorps 
neutralisant diverses sous-unités intégrines. Des IgG de souris ont été utilisés 
comme contrôle négatifs (n=3, *: p:S0,05, **: p:S0,01, versus ~gG de souris). (B) 
Détermination des niveaux d'expression des sous-unités a8, aV et ~1 chez les 
HIEC de type sauvages, les HIEC/shCNS et les HIECsha8 par 
immli.nobuvardage. · (C) Quantités relatives des sous-unités intégrines déterminées 
par des analyses densitométriques faites en fonction de l'expression de la 
cytokératine-18 (n=3, ***: p:S0,0001). (D) Essais d'adhésion cellulaire (24 
heures) impliquant des HIEC/shCNS ainsi que des HIEC/sha8 ensemencées sur 
une matrice synthétique de peptide contrôle GST, de GST-TN:fn3 RGD ou de 
GST-TN:fn3 RAA. 10 µg/ml de cycloheximide ont été ajoutés afin de prévenir la 
sécrétion/déposition de matrice endogène (n=4, ***: p:S0,0001). La détection de 
la vinculine (vert) ainsi que la mise en évidence des fibres de stress d'actine par la 
phalloïdine-rhodamine (rouge) ont été effectuées chez les HIEC/shCNS (E) et les 
HIEC/sha8 (F) 24 heures après leur ensemencement (Barre=50 µm). (G) 
Histogramme illustrant le~ quantités de points d'adhésion focaux observés par 
cellule en moyenne chez les HIEC/shCNS et les HIEC/sha8 (n=8, *** : 
p:S0,0001). (H) Expression de la vinculine c;hez les HIEC/sha8 comparativement 
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Figure-23: Influence de l'intégrine aSpi au niveau de l'adhésion
cellulaire et de l'organisation du cytosquelette d'actine chez les
cellules cryptales
125
inchangés pour la vinculine, chez les HIEC/sha8 comparativement aux cellules 
contrôles (Figure 23G, H). 
3.18 L 'ir_ztégrine a8[Jl et l'activation de la GTPase RhoA 
Considérant la relation préalablement établie entre l'intégrine a8~1 l'organisation 
du cytosquelette d'actine et l'activation et le recrutement à la membrane 
plasmique de la GTPase RhoA (Zargham et Thibault, 2006; Zargham et al., 
2007a; Zargham et al., 2007b), nous avons traité les cellules HIEC avec un 
inhibiteur pharmacologique de la Rho kinase (ROCK-1/2), soit le Y-27632. La 
kinasé ROCK est considérée comme étant le principal effecteur de la GTPase 
RhoA active et . contribue à la régulation de la croissance cellulaire, de 
l'assemblage des fibres de stress et du recrutement des composantes des points 
d'adhésion focaux (Loirand et al., 2006). Le traitement des cellules'HIEC de type 
sauvage avec 20 µM d'inhibiteur Y-27632, sur une période de 
1
24 heures (Lai et 
al., 2003), a conduit à l'obtention d'un phénotype similaire à celui observé chez 
les HIEC/sha8 en terme d'organisation du cytosquelette d'actine et de la 
distribution de la vinculine (Figure 24A, B). Ainsi, nous avons évalué l'activation 
de la GTPase RhoA chez les HIEC/sha8 en analysant la proportion de RhoA se 
trouvant associée à la membrane plasmique. Concrètement, la localisation 
membranaire de RhoA est reconnu comme étant un indicateur de son état actif, 
soit )son association avec le GTP (Zargham et al., 2007b). Suite à l'extraction des 
protéines associées à la membrane, une diminution significative de RhoA 
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membranaire a été observée chez les HIEC/sha8 .·· comparativement aux 
HlEC/shCNS (Figure 24C). Dans ce contexte, nous avons aussi démontré que les 
niveaux totaux de RhoA restaient inchangés dans chacune des conditions. Afin de 
confirmer cette observation, nous avons effectué des essais de «pull-dowm> de la 
forme active de RhoA via l'utilisation de billes couplées au domaine de liaison à 
RhoA de la rhotekine (Cetin et al., 2007). Encore une fois, les HIEC/sha8 ont 
exposé une réduction significative des quantités de RhoA active comparativement 
aux cellules contrôles (Figure 24D). Il est à noter qu'aucune différence 
significative des niveaux de Cdc42 et racl n'a été observée dans les fractions 
totales et membranaires chez les cellules HIEC/sha8 comparativement aux 
cellules HIEC/shCNS (voir Benoit & al, 2009; suppl.l). Ces observations 
suggèrent donc que l'intégrine a8~1 occupe un rôle central dans l'activation de la 
GTPase RhoA chez-les cellules épithéliales intestinales indifférenciées, 
L'implic'l;tion fonctionnelle de RhoA dans l'o~ganisation des microfilaments 
d'actine et, par conséquent, son impact sur la motilité cellulaire a été bien décrite , 
dans la littérature (Hall, 2005). En réalisant des essais de blessure, nous avons 
démontré une augmentation de 40% du nombre de cellules ayant outrepassé le 
front de la blessure chez les monocouches de HIEC/sha8 par rapport aux 
HIEC/shCNS (Figure 24E, F, G). Dans ces expériences, la contribution de la 
prolifération cellulaire a été éliminée dû à l'ajout de 2 mM d'hydroxyurée aux 
milieux de culture. Ainsi ces essais de blessure confirment que l'abolition de 
l'intégrine a8~ 1 stimule la migration des cellules épithéliales intestinales 
indifférenciées. 
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Figure 24: L'intégrine a8Pl et l'activation-de la GTPase RhoA 
Des expériences en immunofluorescence pour la détection de la vinculine (vert) 
ainsi que la mise en évidence des fibres de stress d'actine par la phalloïdine-
rhodamine (rouge) ont été effectuées chez les HIEC sans inhibiteur (A)- et les 
HIEC traitées avec 20 µM de Y-27632 (B) 24 heures après leur ensemencement 
(Barre=50 µm). (C) Immunobuvardages représentatifs de la détection de RhoA 
dans des extraits protéiques totaux (gauche) et des fractions membranaires (droite) 
de HIEC/shCNS et HIEC/sha8. L'expression de la sous-unité intégrine ~1 a été 
utilisée comme contrôle de normalisation. (D) Immunobuvardage représentatif 
des quantités de RhoA-GTP (forme active) détectées par pull-down rhotékine 
chez les HIEC/shCNS et HIEC/sha8 comparativement aux niveaux d'expression 
de RhoA total. L'analyses densitométrique des résultats obtenus en 
immunobuvàrdage est présentée sous forme d'histogramme (n=4, **: p~0,005) . 
Des images en microscopie à contraste de phase illustrent la migration des 
cellules HIEC/shCNS (E) et des cellules sha8 (F) au-delà du front d'une blessure 
induite 48 heures post-ensemencement et en présence de 2 mM d'hydroxyurée 
(barre=lOO µm). (G) Histogramme représentant le nombre moyen de cellules 
ayant migrées au-delà du front de blessure (n=5, ***: p~0,0001). 
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Figure-24: L'intégrine a8J:H et l'activation de la GTPase RhoA 
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3.19 L'abolition de l 'intégrine a.8/31 affecte la progression du cycle cellulaire 
Les effets de la· voie RhoA/ROCK au niveau de la régulation de la progression du 
cycle cellulaire ont déjà été démontrés dans la littérature (Craft et Olson, 2006; 
Walker et Assoian, 2005). En ce sens, nous avons analysé les niveaux de 
prolifération cellulaire chez les HIEC/sha8 et les HIEC/shCNS par des essais 
d'incorporation de BrdU. Ces expéri~nces nous ont indiqué une diminution 
d'environ 50% du nombre de cellules BrdU-positives chez les HIEC/sha8 
comparativement_ aux cellules contrôles (Figure 25A). De plus, les cellules 
HIEC/shCNS traitées avec l'inhibiteur de ROCK (Y-27632) ont affiché une 
diminution des quantités de cellules BrdU-positives comparable à celle des 
HIEC/sha8. Toutefois, la combinaison shRNA a8 avec le Y-27632 chez les HIEC 
n'a conduit à aucun effet additif sur l' inhibition de la prolifération (Figure 25B). 
· Cette observation signifie que l'effet inhibiteur de la prolifération obtenue en 
absence de l'intégrine a8~1 passe spécifiquement par l' implication fonctionnelle 
de ROCK. 
Des expériences en immunobuvardage ont montré que les cellules HIEC/sha8 
présentaient une diminution sigajficative de l'expression de la cycline Dl (Figure 
25C). Cependant, l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27KIPI n' est pas 
affectée de manière significative par l'absence de l' intégrine a8~1. Ces deux 
régulateurs du cycle cellulaire ont déjà été rapportés comme étant des cibles 
) 
potentielles de la voie RhoA/ROCK (Craft et Olson, 2006). Des expériences 
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Figure 25: L'intégrine a8Pl et la progression du cycle cellulaire chez les cellules 
HIEC 
Les résultats d' expériences d'incorporation de BrdU portés en histogrammes 
illustrent le pourcentage de cellules en phase S chez les HIEC/shCNS 
comparativement aux HIEC/sha8 (A) ainsi que chez les HIEC/shCNS sans 
inhibiteur comparativement aux HIEC/shCNS et HIEC/sha8 traitées avec 20 µM 
de Y-27632 (n=3, ***: p:S0,0005). (C) Quantification des niveaux d'expression de 
la cycline Dl et de p27KIPl chez les HIEC/shCNS et les HIEC/sha8. Les 
immunobuvardages représentatifs sont exposés en (i) tandis que les histogrammes 
se rapportant aux analyses densitométriques des résultats d'immunobuvardage 
correspondant se retrouvent en (ii). L'expression de l'actine a été utilisée comme 
contrôle de normalisation (n=3, *: p=0,012). (D) Histogramme représentant la 
distribution des HIEC/shCNS et des HIEC/sha8 à travers les phases G 1, S et 
G2+M du cycle cellulaire. Ces données ont été obtenues suite à des analyses 
cytométriques par balayage laser en conditions adhérentes (iCys) (n=3, *· 
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Figure-25: L'intégrine aSpi et la progression du cycle cellulaire chez
les cellules HIEC
cytométriques par balayage laser en conditions adhérentes nous ont permis
d'établir le profil de distribution, à travers les différentes phases du cycle
cellulaire, des cellules HIEC/sha8 comparativement aux cellules HIEC/shCNS.
Les résultats obtenus ont démontré un pourcentage significativement plus élevé de
cellules HIEC/sha8 en phase G1 par rapport aux cellules contrôles (Figure 25D).
Cette observation s'accompagne aussi de diminutions significatives des niveaux
de cellules en phases S et G2/M, toujours chez les HIEC/sha8.
3.20 L'absence de l'intégrîne aSpi affecte le recrutement de la vinculine aivcpoints
d'adhésion focaux sans perturber la localisation de la paxilline
Dans le but d'approfondir la caractérisation fonctionnelle de l'intégrine a8pi dans
le recrutement des composantes des points d'adhésion focaux, nous avons d'abord
ensemencé des cellules HIEC/sha8 et HIEC/shCNS sur des lamelles de verre
enduites de sérum, qui constitue une source de ligands RGD tels que la
fibronectine et la vitronectine. Ensuite, nous avons établi, par
immunofluorescence, le nombre moyen de points d'adhésion focaux vinculine et
paxilline-positifs par cellule dans chacune des deux lignées de HIEC (Tableau-7).
En somme, les HIEC de type sauvage et les HIEC/shCNS exhibent im nombre
comparable de point d'adhésion focaux vinculine et paxilline-positifs, soit environ
70 à 80 par cellule. Ces structures sont larges, soit un signe de maturité (Zaidel-
j  n j
Bar et al., 2004; Zimerman et al., 2004), et distribués uniformément en périphérie
de la cellule (voir Benoit & al., 2009 ; suppl.2A, B). Pour leur part, les HIEC/sha8, 
ensemencées sur sérum ont démontré une diminution importante du nombre de 
points d'adhésion focaux vinculine-positifs, comparativement · aux cellules 
\ 
contrôles, tandis que la distribution de la paxilline n'est pas affectée par l'absence 
de l'intégrine a8~1 (Tableau-7). Des observations similaires ont été faites chez les 
cellules HIEC de type sauvages traitées avec l'inhibiteur de ROCK (Y-27632) 
(Tableau-7). Ces observations suggèrent que le recrutement de la vinculine, màis 
pas celui de la paxilline, dépend de la présence de l'intégrine a8~1 et de son 
action sur l'activation de la voie RhoA/ROCK. De plus, l'ensemencement de 
HIEC/shCNS sur une matrice de collagène de type-I, soit un substrat dépourvu de 
motif RGD, conduit à une diminution significative du nombre de points 
d'adhésion focaux vinculine-positifs par rapport aux structures paxilline-positives 
(Tableau-7). 
Pour documenter plus amplement les différences de localisation cellulaire de la_ 
vinculine et de la paxilline suite à l'abolition de la sous-unité a8, nous avons 
effectué un co-marquage en immunofluorescence de ces deux composantes des 
·points d'adhésion focaux. D'abord, nous avons remarqué un patron de localisation 
similaire entre la vinculine et la paxilline, au niveau des points d'adhésion focaux 
matures, en périphérie des HIEC/shCNS (Figure 26A, C, E). Chez les HIEC/sha8, 
nous avons remarqué la présence d'une grande quantité de structures paxilline-
positives mais dépourvues de vinculine au centre des cellules. Dans ce cas, 
seulement 30% des points paxilline-positifs le sont aussi pour la vinculine et sont 
1 1 
J ' J 




Figure 26~ L'intégrine a8JH influence la localisation de la vinculine mais 
n'affecte pas celle de la paxilline chez les cellules HIEC 
Immunofluorescences représentatives de la distribution de la vinculine (vert) (A et 
B) ainsi que celle de la paxilline (rouge) (C et D) chez les HIEC/shCNS (A et C) 
et les HIEC/sha8 (B et D), 24 heures post-ensemencement. La superposition des 
images de la détection de la vinculine et de la paxilline chez les HIEC/shCNS (E) 
et les HIEC/sha8 (F) illustrent une distribution différentielle observée uniquement 
en absence de l'intégrine a8~1 (Barre=25 µm). 
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Figure-26: L'intégrine a8pl influence la localisation de la vinculine 
mais n'affecte pas celle de la paxilline chez les cellules HIEC 
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Tableau-7: Quantification des points d'adhésion focaux vinculine et paxilline 
positifs 
Nbr. points Substrat de type RGD Collagène 
focaux par 
cellule (n=8) HIECwt HIEC shCNS HIEC sha8 HIEC Y-21632 HIEC shCNS 
70.83 78.90 20.33 15.13 18.63 
Vinculine 
± 2.24 ±9.76 . ± 1.19 ± 1.11 ± 2.00 
69.75 73 .88 77.25 73.38 76.00 
Paxilline 
± 5.89 ± 4.38 ± 6.84 ± 12.27 ± 7.45 
3.21 L 'absence de l 'intégrine a8fJJ réduit la susceptibilité à l 'anoikose des cellules 
épithéliale,s .intestinales indifférenciées 
L'intégrité des points d'adhésion focaux est reconnue pour jouer un rôle 
prépondérant dans le contrôle de la survie cellulaire. D'une part, il a été démontré 
que la survie des cellules épithéliales intestinales humaines dépendait de 
l'activation constante, par la matrice extra.cellulaire, des récepteurs intégrines de 
type ~ 1. Ce phénomène se trouve_ finement régulé par un mécanisme de 
signalisation intracellulaire impliquant F AK/Src ainsi que les voies MEK/Erk et 
' ' 
PI3-K/Akt (Bouchard et al. , 2007; Bouchard et al. , 2008; Harnois et al., 2004). 
Plus particulièrement, l'activation de la voie PI3-K/ Akt a été démontrée· comme 
étant cruciaie à la survie des cellules épithéliales intestinales indifférenciées 
(Bouchard et al. , 2007). De plus, il a aussi été démontré que la présence de la 
J . . I 
vinculine dans les points d'adhésion focaux était essentielle au maintien du 
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mécanisme de régulation de l' activité de FAK (Barry .et Critchley, 1994). Plus 
précisément, en 'présence de vinculine au mveau des points d'adhésion focaux, la 
paxilline interagit avec le complexe FAK-vinculine de manière à ce que la 
régulation de l'activité de F AK, par auto-phosphorylation de sa tyrosine 397, 
reste dépendante de l' adhésion de la cellule à son substrat. Toutefois, des 
expérîences faites chez des cellules fibroblastiques ont démontré que l' absence de 
la vinculine permettait une configuration différente de l'interaction entre la 
paxilline et F AK. Cette même interaction conduit à une activation constitutive de 
F AK indépendamment de l' engagement des récepteurs intégrines avec la matrice 
extracellulaire, ce qui supprime ainsi la susceptibilité de la cellule à la mort par 
perte d'adhésion ou anoïkose (Subauste et al., 2004; Ziegler et al., 2006). Chez les 
cellules HIEC, qui constituent un modèle intestinal indifférencié, nous avons 
évalué l' impact de l' abolition de l' intégrine a8Pl sur le déclanchement du 
phénomène apoptotique en conditions de culture adhérentes et en absence de 
sérum. Pour ce faire, des immunobuvardages mettant en évidence le clivage 
protéolytique de la poly ADP-ribose polymérase (P ARP), une signature 
caractéristique de l'activation des caspases 3 et 7 (Germain et al. , 1999; Tewari et 
al. , 1995), ont été effectués sur des lysats de cellules HIEC de type sauvage, des 
. HIEC/shCNS et des HIEC/sha8. Concrètement, la présence d'un fragment de 
P ARP d'une taille de 86 kDa est indicatrice du clivage de la forme native de 116 
kDa suite à l'activation des caspases. Des cellules HIEC gardées en suspension 
sur une période de 18 heures ont été utilisées comme contrôle positif du clivage 
1 
protéolytique de PARP suite à l' induction de l' anoïkose. Les expériences 
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d'immunobuvardage ont démontré qu'en absence de sérum et en condition de
culture adhérente, caractérisée par rm attachement et im étalement des cellules sm
leur substrat, aucune des conditions testées n'a révélé la présence de la forme
clivée de PARP à 86 kDa (Figure 27A). Ainsi, l'absence de a8|31 chez les HIEC
n'induit pas de phénomène apoptotique lorsque celles-ci adhèrent à im substrat.
Considérant la nécessité de a8pi dans le recrutement de la vinculine aux points
d'adhésion focaux et l'impact de ce phénomène sur la modulation de l'activité de
FAK, nous nous sommes demandé si l'absence d'une telle intégrine pourrait avoir
un effet sur la susceptibilité des HIEC à l'anoïkose. Ainsi, nous avons conservé
des cellules HIEC/shCNS et HIEC/sha8 en suspension pendant 18 heures, en
absence de sérum et à l'intérieur de boites de pétris dont la surface d'adhérence
est enduite de BSA afin d'y prévenir l'attachement des cellules. De plus, nous
avons inhibé la production et la sécrétion d'éléments endogènes de la matrice
extracellulaire, comme la fibronectine et divers types de collagènes, en incubant
les cellules avec un inhibiteur général de la synthèse protéique, soit la
cycloheximide. Dans ce contexte, l'activation de l'intégrine a8pi a été rendue
possible grâce à l'utilisation d'un peptide RGD soluble. De plus, la prévention de
l'activation des intégrines aV a été assurée par l'utilisation d'un anticorps
bloquant. Dans ces conditions, nous avons observé que les cellules HIEC
dépourvues d'intégrine a8pi démontraient une baisse d'environ 50% des niveaux
de la forme clivée de PARP de 86 kDa par rapport aux cellules HIEC/shCNS
(Figure 27B). Afin de confirmer la validité de ces observations, nous avons
I  n ' I
y  y
effectué des essais en cytométrie de flux afin de dénombrer les taux de cellules
\ 
Figure 27: L'intégrine a8Pl influence l'induction des phénomènes apoptotiques 
chez les cellules HIEC en suspension 
(A) immunobuvardages représentatifs de la détection de la forme complète (116 · 
kDa) et la forme clivée (89 kDa) de P ARP chez les HIEC de type sauvage, les 
HIEC/shCNS et les HIEC/sha8 en conditions adhérentes. Des HIEC de type 
sauvage gardées en suspension pendant 18 heures ont été utilisées comme 
contrôle positif tandis que l'expression de l' actine a été utilisée comme contrôle 
de normalisation. (B) Immunobuvardage représentatif de la détection des formes 
de 116 kDa et 89 kDa de P ARP chez des HIEC/shCNS et des HIEC/sha8 gardées 
en suspension pendant 18 heures. L'expression de l'actine a été utilisée comme 
contrôle de normalisation et les quantités relatives de la forme clivée (89 kDa) de 
PARP observées dans chaque condition ont été portées en histogramme (n=5, **: 
p=0,002). (C) Analyses par cytométrie de flux du nombre de cellules marquées 
positivement à l'iodure de propidium chez des cultures de HIEC/shCNS en 
condition adhérente ainsi que de HIEC/shCNS et HIEC/sha8 gardées en 
suspension pendant 18 heures. (D) Histogramme illustrant les quantités relatives 
de cellules marquées à l'iodure de propidium pour chaque condition analysée où 
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Figure-27: L'intégrine a8fU influence l'induction des phénomènes 
apoptotiques chez les cellules HIEC en suspension 
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marquées par l'iodure de propidium, un fluorophore se liant uniquement à l; ADN 
des cellules dont la membrane plasmique est compromise par les différents 
phénomènes de mort cellulaire (Darzynkiewicz et al., 1992; Parias et aL, 2005). 
Les cellules HIEC/shCNS en suspension ont démontré des taux de cellules 
marquées à l'iodure de propidium environ 20 fois supérieurs à ceux enregistrés 
chez les cellules HIEC/shCNS gardées en conditions adhérentes. En revanche, ces . 
taux de cellules marquées sont d'environ 45% chez les HIEC/sha8 en suspension 
comparativement aux HIEC/shCNS cultivées dans les mêmes conditions (Figure 
27C, D). 
Des études réalisées par l'équipe du Dr Vachon ont bien démontré l'importance 
· de l'activation de FAK/Src et de la voie PI3-K/Akt dans le maintien de la survie 
des cellules épithéliales indifférenciées de l'intestin humain (Bouchard et al., 
2007; Gauthier et al., 2001). De plus, si on considère l'importance de l'intégrine 
a8Bl dans le recrutement de la vinculine aux points d'adhésion focaux et de 
l'importance de celle-ci dans le maintien du caractère modulable de l'activité de 
· FAK, l'étude des niveaux de phosphorylation sur tyrosine 397 de la kinase FAK, · 
chez les HIEC soumises à diverses conditions de culture nous apparaissait 
important. Des expériences d'immunobuvardage nous ont permis d'évaluer les 
niveaux de phosphorylation de F AK par rapport à la quantité de F AK total. 
Celles-ci ont démontré une diminution significative du ratio phospho-F AK ! F AK 
total d'environ 50% chez-les cellules HIEC/shCNS, gardées en suspension dans 
les conditions décrites précédemment, comparativement aux ratios observés chez 
) ' ) 
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les cellules HIEC/shCNS et HIEC/sha8 adhérentes. De plus, en absence de 
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l'intégrine a8~1, les HIEC gardées en suspens10n 18 heures retrouvent des 
mveaux de F AK phosphorylée sur la tyrosine 397 comparables aux cellules 
adhérentes (Figure 28A). Afin de confirmer l'effet direct de l'abolition de 
l'intégrine a8~1 sur le maintien de la voie pro-survie FAK/PI3-K/Akt, nous avons 
mesuré par immunobuvardage les niveaux d'activation par phosphorylation de la 
protéine Akt-1 chez les HIEC/shCNS et HIEC/sha8 maintenues en suspension 
pendant 18 heures selon les conditions décrites précédemment. Nous avons 
remarqué que .. les cellules HIEC/shCNS gardées en suspension 18 heures 
démontraient des niveaux d'activation de Akt-1 environ 60% plus faibles que . 
ceux observés chez les HIEC/sha8 dans les mêmes conditions. De plus, 
l'incubation des HIEC/sha8 en suspension avec un inhibiteur pharmacologique de 
PI3~-K, soit le L Y~294002, a conduit à une r~stauration du phénotype observé chez 
les HIEC/shCNS dans les mêmes conditions de culture (Figure 28B). Cette 
restauration se caractérise par une diminution de l'activation de Akt-1, 
accompagnée par une augmentation du clivage protéolytique de PARP, selon un 
profil comparable à celui observé chez les HIEC/shCNS maintenues en 
suspens10n. 
Ces résultats suggèrent donc que la présence de l'intégrine a8~1 contribue au 
maintien de la susceptibilité à l' anoïkose1 chez les cellules épithéliales intestinales 
de la c_rypte via le maintien du caractère modulable du mécanisme de signalisation 
F AK/PI3-K/ Akt. 
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Figure 28: L'intégrine o;8pl influence la transduction de signaux intracellulaires 
modulant la survie des cellules cryptales humaines HIEC 
(A) Immunobuvardages représentatifs de la détection de F AK total et de sa forme 
phosphorylée sur la tyrosine 397 chez les HIEC shCNS et HIEC/sha8 en 
conditions adhérentes et gardées en suspension pendant 18 heures (non-
adhérentes). Les quantités relatives de phospho-F AK par rapport à F AK total 
observées pour chaque conditlon ont été portées en histogramme suivant l'analyse 
densitométrique des résultats obtenus en immunobuvardage (n=4, ***: pS0,0001). 
(B) Immunobuvardages représentatifs de la détection des formes de 116 kDa et de 
89 kDa de PARP, de Akt-1 ainsi que de sa forme phosphorylée (phospho-Akt) 
chez les HIEC/shCNS, HIEC/sha8 non-traitées et HIEC/sha8 traitées avec 30 µM 
de L Y-294002 gardées en suspension pendant 18 heures. L'expression de l'actine 
a été utilisée comme contrôle de normalisation. Les quantités relatives de 
phospho-Akt par rapport à Akt total et de P ARP clivé (89 kDa) par rapport au 
contrôle actine, observées pour chaque condition étudiée, ont été portées , en 
. histogramme suivant l'analyse densitométrique des résultats obtenus en 
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Figure-28: L'intégrine a8fH influence la transduction de signaux 
intracellulaires modulant la survie des cellules cryptales humaines 
HIEC 
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IV - Discussions et conclusions 
Il est relativement bien documenté que l'épithélium intestinal utilise divers 
mécanismes afin de préserver sa capacité à se renouveler constamment. Une telle 
aptitude demande une régulation complexe et concertée de certains processus 
biologiques fondamentaux tel que la prolifération, la migration, la différenciation 
et la survie cellulaire. Dans un article publié en 1996 par l'équipe du Dr Beaulieu, 
on peut lire à la dernière phrase de la conclusion «L'élaboration du modèle 
cellulaire normal HIEC fourni de nouvelles avenues afin d'investiguer 
l'implication des hormones, des facteurs de croissance et de la matrice 
extracellulaire au niveau des fonctions cellulaires de l'épithélium intestinal 
humain, telles que la migration, la prolifération et ultimement, la différenciation 
cellulaire» (Perreault et Beaulieu, 1996). Dans ce sens, mes travaux de doctorat 
ont permis d'approfondir la caractérisation du modèle HIEC en démontrant 
l'expression chez celles-ci de divers marqueurs spécifiques des cellules souches et 
progénitrices de l'épithélium intestinal. De plus, l'expression ectopique de 
facteurs de transcription clés dans le processus de différenciation entérocytaire 
chez les HIEC a mené à l'établissement d'un premier modèle cellulaire humain 
non-cancéreux permettant l'étude de la différenciation entérocytaire ainsi que ses 
phénomènes associés in cellulo. À titre d'exemple, l'utilisation de ce modèle, 
combiné à l'invalidation d'un mécanisme connu pour inhiber la différenciation 
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des cellules souches embryonnaires, soit les complexes polycomb, nous a permis 
d'identifier un nouveau système de contrôle de la différenciation entérocytaire. 
Dans le contexte de la crypte intestinale humaine, les complexes polycomb sont 
aussi pressentis pour avoir un rôle important dans la capacité d'auto-
renouvellement des cellules souches. Les observations faites à partir de notre 
modèle de différenciation entérocytaire inductible nous ont aussi permis 
d'identifier un nouveau récepteur intégrine présent chez les cellules épithéliales 
indifférenciées et modulé à la baisse lors de la différenciation entérocytaire. En 
effet, l'intégrine a8Pl a, pour la première fois, été localisée puis 
fonctionnellement caractérisée dans une structure épithéliale. Cette intégrine 
exerce elle-même un rôle dans le maintien de l'homéostasie cryptale au niveau la 
muqueuse de l'intestin grêle humain. Les sections subséquentes expliquent en 
détails l'interprétation ainsi que la portée des principaux résultats scientifiques 
générés au cours de mes travaux de doctorat en plus de fournir des éléments 
spéculatifs sur l'influence que ceux-ci exerceront sur l'avancement des 
connaissances en biologie cellulaire. 
4.1 Cdx-2 et HNFJa déclenchent le programme de différenciation entérocytaire en 
collaboration avec GATA-4 chez les cellules épithéliales progénitrices humaines 
Dans la portion de mes travaux portant sur l'influence de l'expression ectopique 
1 
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des facteurs Cdx-2, HNFla et GATA-4, seuls ou en combinaison, chez les 
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cellules HIEC, nous avons évalué le rôle de ceux-ci sur la prolifération cellulaire, 
l'expression de gène liés à la différenciation et l'acquisition d'une morphologie 
polarisée. Concrètement, nos résultats suggèrent que HNFla représente le facteur 
clé de l'initiation du processus de différenciation entérocytaire et agit en 
collaboration avec Cdx-2 et GATA-4 afin d'exercer un rôle plus large aux 
niveaux morphologique et fonctionnel chez les cellules épithéliales de l'intestin 
grêle humain. Dans un premier temps, nous avons montré que les facteurs de 
transcription Cdx-2 et HNFla sont exprimés dans toutes les cellules épithéliales 
de l'axe crypte-villosité, à l'exception de quelques cellules isolées à la base des 
compartiments cryptaux. Bien que ces cellules soient localisées aux environs de la 
position +4, nos expériences ne démontrent pas hors de tous doutes qu'il s'agit de 
cellules souches. Afin de confirmer le statut exacte de ces cellules Cdx-2 et 
HNFla négatives, des expériences de co-marquage, impliquant ces facteurs de 
transcription et un marqueur spécifique des cellules souches +4, seraient 
nécessaires. Le facteur Cdx-2 a été préalablement décrit comme un régulateur 
important de la différenciation intestinale (Gao et al., 2009). Ce titre lui est revenu 
principalement à cause de son importance chez les cellules de l'épithélium 
intestinal de rat immortalisées IEC-6 (Suh et Traber, 1996) et son effet sur 
l'expression génétique dans plusieurs lignées cellulaires issues de cancers 
colorectaux (Hinoi et al., 2002; Lorentz et al., 1997; Sakaguchi et al., 2002). 
Toutefois, nos expériences ont montré que la présence de Cdx-2 n'entraîne pas de 
changements significatifs, dans l'expression génétique et l'acquisition de 
structures morphologiques entérocytaires, chez les cellules de la crypte intestinale 
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humaine. Cependant, une altération dans la prolifération cellulaire avait déjà été 
observée chez les RIEC (Escaffit et al., 2006). L'absence d'expression endogène 
des facteurs HNFla et GATA-4 chez les cellules RIEC pourrait expliquer en 
quelque sorte l'absence d'impact significatif sur la différenciation résultant de la 
présence de Cdx-2. En ce sens, il a déjà été démontré que les cellules IEC-6 
exprimaient des niveaux endogènes de HNFla et GATA-4 dans certaines 
conditions de culture spécifiques (Lussier et al., 2008). Un tel phénomène n'a 
jamais été observé chez les cellules HIEC. De plus, des études récentes faites avec 
les cellules IEC-6 et certains modèles murins ont démontré l'importance cruciale 
du facteur HNF4a dans de la cascade de différenciation entérocytaire (Babeu et 
al., 2009; Lussier et al., 2008). Néanmoins, des expériences non incluses dans 
cette thèse de doctorat ont montrés que l'expression ectopique de HNF 4a chez les 
HIEC, même en combinaison avec Cdx-2, n'entrârne pas d'induction de 
l'expression de HNFla, de la sucrase-isomaltase, de Li-cadhérine et de E-
cadhérine. En revanche, une induction de la DPPIV ainsi que de la néphronectine, 
dont l'expression est spécifique aux cellules différenciées de l'intestin humain 
(Benoit et al., 2007), a été observée chez les HIEC surexprimant HNF4a seul ou 
en combinaison avec Cdx-2. Ces données suggèrent des rôles complémentaires 
pour HNFla et HNF4a dans la différenciation cellulaire intestinale humaine. De 
plus, ces résultats supportent l'idée que d'autres facteurs de transcription, comme 
HNFla et GATA-4, sont nécessaires afin d'exercer une action concertée avec 
Cdx-2 (Boudreau et al., 2002) au niveau des promoteurs de gènes spécifiquement 
impliqués dans la différenciation des cellules épithéliales de la crypte intestinale 
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humaine. Tel que démontré par nos résultats, ces facteurs de transcription jouent 
des rôles distincts dans différentes fonctions cellulaires comme la prolifération, 
l'expression de gènes spécifiquement liés à la différenciation entérocytaire et la 
mise en place d'une polarité cellulaire. 
Comme il avait été démontré précédemment dans le cas de Cdx-2 (Esca:ffit et al., 
2006), l'expression du facteur HNFla cause une réduction significative de la 
prolifération des cellules cryptales humaines HIEC. De manière intéressante, les 
effets de HNFla et de Cdx-2, conjointement exprimés chez les HIEC, sont 
additifs au niveau de la répression de la prolifération cellulaire. Cela suggère que 
ces deux facteurs affectent des voies de régulation du cycle cellulaire distinctes. 
Une investigation plus approfondie de l'expression de facteurs impliqués dans la 
régulation du cycle cellulaire, tel que la cycline Dl et l'inhibiteur des complexes 
kinases cycline-dépendant Cdk-4/6 p27KIP1 a donc été réalisée chez les HIEC 
exprimant Cdx-2 ou HNFla seuls. Ces expériences ont montré que Cdx-2 
influence spécifiquement l'expression de la cycline D 1 sans affecter p27KIP1 
tandis HNFla contribue plutôt à moduler l'expression de p27KIPI sans affecter les 
niveaux de cycline Dl. 
Parmi les différents marqueurs de différenciation des cellules épithéliales 
intestinales que nous avons étudiés chez les HIEC, la E-cadhérine était totalement 
absente chez les cellules HIEC de type sauvage. Un tel phénomène est cohérant 
avec ce qu'il a été rapporté précédemment dans la littérature concernant la 
répression de celle-ci chez les cellules progénitrices de l'épithélium intestinal 
1 • 1 
humain (Escaffit et al., 2005b). Le manque de complexes de jonction cellulaire et 
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de bordure en brosse définie, l'absence d'expression de la Li-cadhérine et de 
DPPIV, combinées à la présence de marqueurs spécifiques des cellules souches 
ou progénitrices intestinales tels que Bmi-1, DcamKLl et Musashi-1 renforcent 
l'hypothèse que les cellules HIEC sont strictement confinées à un état 
indifférencié. Ainsi, l'expression ectopique de facteurs de transcription pro-
différenciation comme Cdx-2, HNFla et GATA-4 chez les HIEC, leur permet de 
progresser vers une spécification entérocytaire tout en démontrant une diminution 
de l'expression de DcamKLl et de Musashi-1. Néanmoins, l'expression de Bmi-1 
n'est pas affectée par l'initiation du processus de différenciation des HIEC. Un tel 
phénomène pourrait être expliqué par les récentes découvertes portant sur le 
positionnement des groupes polycomb en amont des familles de facteurs de 
transcription telles que Cdx, HNF et GAT A au niveau de la cascade de 
spécification des cellules souches embryonnaires (Boyer et al., 2006; Lee et al., 
2006). 
Dans une étude récente, faite au niveau de modèles murins, Cdx-2 est présenté 
comme un déterminant central de l'identité intestinale à travers la répression de 
facteurs de spécification proximale tel que Sox2 (Gao et al., 2009). En · 
complément, Cdx-2 joue un rôle répressif sur l'expression des gènes de 
pluripotence comme Oct4 et NANOG lors de la spécification des tissus 
extraembryonaires (Strumpf et al., 2005). Ainsi, l'expression de Cdx-2, en 
combinaison avec ses partenaires HNFla et GATA-4, pourrait expliquer la baisse 
d'expression de marqueurs propres aux cellules souches et progénitrices chez les 
1 
j 
HIEC. Une expression très faible de Lgr5, un marqueur spécifiquement associé 
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aux cellules souches de type CBC, a été observée chez les cellules HIEC. Plus 
précisément, les niveaux de Lgr5 détectés chez les HIEC sont comparables à 
ceux observés dans les fractions d'épithélium total. Combiné au fait que les HIEC 
n'entrent pas en état de sénescence même après une période de 30 jours de 
quiescence et que le polycomb Bmi-1 est exprimé à un niveau maximal suite à 
l'atteinte de la confluence, cette quasi absence de Lgr5 pourrait signifier que les 
HIEC ont une identité qui se rapproche plutôt de celle des cellules souches en 
position +4. En effet, la présence de Bmi-1 chez les HIEC et son rôle probable 
dans la répression de p 16INK4a représente une caractéristique intéressante des 
cellules souches intestinales localisées en position +4, soit une capacité 
persistante à l'auto-renouvellement. Cependant, bien que les données obtenues au 
cours de mes travaux de doctorat pointent vers l'attribution d'un statut souche aux 
HIEC, des expériences plus approfondies sur la fonctionnalité des mécanismes de 
préservation de leur état indifférencié et de leur fonction d'auto-renouvellement 
sont nécessaires. De plus, leur potentiel à se différencier en chacun des 4 
principaux types de cellules épithéliales intestinales devra être déterminé. En se 
sens, l'expression des facteurs de transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4 chez 
les HIEC spécifient ces dernières vers une détermination absorbante. Plus 
particulièrement, la présence de GATA-4 seul réprime drastiquement l'expression 
de Hath-1 dans les HIEC. Considérant que l'expression des facteurs GATA-5 et 
GATA-6 ont déjà été rapportés comme étant spécifiques à la voie sécrétrice, 
tandis que GATA-4 était observé uniquement chez les cellules absorbantes chez 
la souris (Dusing et Wiginton, 2005), il est concevable qu'une substitution de 
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GATA-4 par GATA-5 ou 6 puisse favoriser une détermination sécrétrice. Dans un 
autre ordre d'idée, les travaux d'un de nos collaborateurs japonais (Dr Kiichiro 
Tsuchiya, Tokyo Medical & Dental University, Japon) ont montré que l'inhibition 
pharmacologique de la kinase GSK-3 entraîne une stabilisation de Hath-1 suivie 
d'une induction de l'expression de Muc2 et de la défensine-5 chez les RIEC 
(Tsuchiya et al., 2009). Ainsi, quelques éléments de réponse sont déjà en place 
quant à la démonstration du potentiel de détermination des· RIEC vers la lignée 
sécrétrice. 
Dans le cas présent, nos résultats ont montrés que l'expression ectopique de 
HNFla seul était suffisante pour induire l'expression de la E-cadhérine, la Li-
cadhérine et la DPPIV. Bien qu'une relation entre HNFla et la régulation de la E-
cadhérine ainsi que DPPIV ait été démontrée précédemment (Erickson et al., 
1999; Erickson et al., 2000; Yamagata et al., 2002), le rapport entre ce facteur et 
la Li-cadhérine en est ici à sa première démonstration. D'un autre côté, même si 
GAT A-4 semble avoir peu d'effet sur la différenciation fonctionnelle des RIEC, il 
est en revanche essentiel à l'induction de structures multicellulaires lorsque 
exprimé en compagnie de HNFla et Cdx-2. Les analyses en microscopie 
électronique ont aussi démontré la présence de structures propres aux entérocytes, 
telles que des microvillosités à la surface luminale des RIEC. L'apparition de ces 
microvillosités est dépendante de la présence de GATA-4. De plus, nos études ont 
montré un rôle pour GATA-4 dans la régulation positive de l'expression de gènes 
encodant des protéines impliquées dans l'établissement de la polarité 
) ) 
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entérocytaire comme la zonula-occludens-2, la cinguline, la claudine 11 et la 
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villine-2. Dans le même ordre d'idée, des études publiées par l'équipe du Dr 
Beaulieu ont déjà démontré l'importance du facteur GATA-4 dans le maintien de 
l'expression de la claudine-2 chez les cellules Caco-2/15 en différenciation 
(Escaffit et al., 2005a). Ainsi, des expériences mesurant la résistance trans-
épithéliale, effectuées sur des monocouches de RIEC exprimant les facteurs Cdx-
2, HNFla et GATA-4 et des cellules controles, pourrait confirmer l'établissement 
de complexes de jonctions dans ce modèle de différenciation entérocytaire. En 
contre partie, le facteur GATA-4 a aussi démontré un effet répresseur sur 
l'expression de la E-cadhérine chez les cellules RIEC en différenciation. Ce 
phénomène pourrait être expliqué par l'implication de ce facteur dans la 
répression transcriptionnelle de gènes spécifiques suivant son interaction avec 
Fogl (Beuling et al., 2008). De plus, mise à part· la E-cadhérine, les expériences 
par micropuces à ADN ont mises en lumière plusieurs autres gènes réprimés en 
présence de GATA-4. 
En somme, d'un point de vue fonctionnel, Cdx-2, HNFla et GATA-4 agissent 
conjointement afin de réguler l'expression de gènes spécifiques aux entérocytes 
différenciés tels que ceux analysés au cours de mes travaux. De plus, ces facteurs 
sont connus pour réguler d'autres marqueurs bien caractérisés comme la lactase-
phlorizine hydrolase (Bosse et al., 2006a; Krasinski et al., 2001; Mitchelmore et 
al., 2000; Troelsen, 2005), la «Fatty acid binding protein» (FABPI) (Divine et al., 
2003) et l'adénosine désaminase (Dusing et al., 2000). En plus des différents 
rôles d'activateur et de répresseur transcriptionnel suggérés précédemment, il est 
possible que ces facteurs de transcription jouent aussi d'autres rôles dans 
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l'homéostasie de la crypte intestinale. Par exemple, il a été suggéré qu'un 
équilibre entre l'expression de GATA-4 et celle de CDP serait nécessaire à la 
régulation adéquate de l'expression de la sucrase isomaltase (Fang et al., 2006). 
D'autre part, nous n'avons observé que les niveaux d'expression de chacun des 
facteurs de transcription doivent être comparable aux conditions physilogiques. 
Par exemple, nous avons noté qu'une trop forte expression de Cdx-2 chez les 
RIEC empêchait l'induction de la E-cadhérine. C'est aussi le cas pour GATA-4 
qui, lorsqu'il est exprimé trop fortement, réprime l'initiation du processus de 
différenciation global. De plus, considérant les faibles niveaux d'expression de 
certains marqueurs de différenciation en comparaison avec ceux observés chez les 
cellules Caco-2/15 ou dans l'épithélium intestinal humain adulte, on constate que 
l'état de différenciation est nettement incomplet chez les cellules RIEC exprimant 
Cdx-2, HNFla et GATA-4. Dans cette optique, il faut absolument considérer la 
participation potentielle de certains autres facteurs dans la régulation du processus 
global de différenciation entérocytaire, tels que les gènes de la famille Hox, les 
facteurs Pax ainsi que les protéines du groupe polycomb (Ng et Gurdon, 2008; 
Russell et al., 2004; Westerman et al., 2003). 
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4.2 Les complexes polycomb agissent à titre de répresseur de la différenciation 
entérocytaire au niveau de la crypte intestinale humaine 
La fonctionnalité des complexes polycomb a été décrite de manière exhaustive 
dans la littérature au ruveau des cellules souches embryonnaires, 
hématopoïétiques et cancéreuses (Kashyap et al., 2009; Lee et al., 2006; Liu et al., 
2006; Wang et al., 2010). Toutefois, il n'y a que très peu de connaissances se 
rapportant à l'implication d'un tel mécanisme de répression transcriptionnel chez 
des cellules progénitrices déterminées. D'une part, nous avons pu démontrer que 
la pierre angulaire de l'assemblage du complexe initiateur de la machinerie 
polycomb, soit SUZ12, était présente au niveau de la muqueuse intestinale 
humaine. Plus précisément, SUZ12 est localisé dans les noyaux des cellules 
épithéliales de la crypte de l'intestin grêle et du colon humain, chez le fœtus et 
chez l'adulte. Sa présence s'étend jusqu'à la jonction crypte-villosité dans 
l'intestin grêle tandis qu'elle se restreint à la portion inférieure de la glande dans 
le côlon. La mise en évidence combinée de SUZ12 et de la forme mature de la 
sucrase-isomaltase a permis de démontrer que SUZ12 subit une baisse 
d'expression drastique chez les cellules du haut de la crypte et villositaires 
pleinement différenciées. De plus, une baisse d'expression de SUZ12 est 
également notée au fond des cryptes dans l'intestin grêle, correspondant avec la 
présence des cellules de Paneth à ce site. Cette baisse d'intensité de marquage de 
SUZ12 n'a pas été observée au niveau du colon adulte et dans les tissus fœtaux où 
J / 
les cellules de Paneth sont absentes. 
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Considérant les informations relatives à la localisation de SUZ12, on peut se 
demander si la machinerie polycomb, qui a normalement pour but de préserver 
l'état indifférencié des cellules souches, pourrait jouer un rôle addionnel sur les 
cellules de la crypte intestinale humaine. D'une part, l'épithélium intestinal a 
besoin de se renouveler constamment et pour ce faire, il doit maintenir une 
population de cellules prolifératives. Cependant, il existe un écart positionne! 
important entre leur détermination et l'atteinte d'un phénotype pleinement 
différencié. Ainsi, afin de préserver sa population de cellules progénitrices 
prolifératives, l'épithélium intestinal de la crypte se doit de présenter un 
mécanisme répressif de la différenciation cellulaire terminale. Nous avons déjà 
montré que les cellules cryptales HIEC pouvaient entreprendre un processus de 
différenciation entérocytaire suite à l'expression ectopique des facteurs Cdx-2, 
HNFla et GATA-4. Nous avons aussi montré que cette différenciation n'est que 
partielle. Cependant, il est possible que la présence active de la machinerie 
polycomb chez les HIEC, contribue à maintenir ce frein sur la différenciation 
intestinale même si les cellules en question ont déjà obtenues leur signal de 
spécification. Dans la même veine, il est bien connu que les cellules Caco-2/15 
prennent jusqu'à 30 jours pour atteindre leur différenciation maximale (Pageot et 
al., 2000; Sambuy et al., 2005). L'invalidation de SUZ12 chez les cellules HIEC, 
tout comme chez les Caco-2/15, a conduit à une réduction nette de la tri-
méthylation de la lysine 27 de !'histone H3. Cette marque épigénétique représente 
la signature moléculaire de l'activité des complexes répresseurs polycomb. Ce 
phénomène est accompagné par un arrêt quasi-total de prolifération cellulaire 
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quelques passages après l'introduction de la construction shRNA. L'inhibition de 
l'activité de Bmi-1 et l'entrée en sénescence subséquente des cellules HIEC 
pourrait expliquer ces observations. Pour en faire la démonstration, l'expression 
de p16INK4a et d'autres gènes du locus INK4/ARF devront être analysés dans ces 
mêmes conditions. En causant une inhibition de l'expression de SUZ12 chez des 
HIEC déjà compromises vers la différenciation, nous avons observé des niveaux 
d'expression de la sucrase-isomaltase environ 4 fois supérieurs à la normale. Dans 
ces conditions, une augmentation de DPPIV est aussi observée mais celle-ci est 
plus discrète que dans le cas de la sucrase-isomaltase. Ce phênomène pourrait être 
expliqué par le fait que les facteurs Cdx-2 et HNFla induisent déjà au départ une 
forte expression de DPPIV, ce qui n'est pas le cas pour l'expression de la sucrase-
isomaltase. Pour ces expériences, le facteur GATA-4 n'a pas été introduit au 
système d'expression ectopique considérant sa participation négligeable dans la 
différenciation entérocytaire fonctionnelle. L'inhibition de SUZ12 chez les Caco-
2/15 entraîne aussi une hausse massive de l'expression de la sucrase-isomaltase 
qui indique une accélération du processus de différenciation entérocytaire dans ce 
modèle. Il peut paraître surprenant de voir une forte expression de SUZ12 chez les 
cellules Caco-2/15 post-confluentes mais il faut toutefois garder en tête la nature 
cancéreuse de cette lignée. En effet, il a été démontré que l'action des groupes 
polycomb jouait un rôle important dans le maintien des propriétés tumorigéniques 
de divers types de cellules cancéreuses (Bracken et Helin, 2009; Kashyap et al., 
2009; Mathews et al., 2009). Les résultats spectaculaires relatifs à l'augmentation 
des niveaux de sucrase-isomaltase observés chez les HIEC et les Ca~o-2/15 
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permettent de croire que les groupes polycomb exercent une répression spécifique 
sur l'expression de ce marqueur de différenciation. Néanmoins, la présence de 
SUZ12 dans la portion inférieure de la glande colique adulte suggère un rôle plus 
large pour ce système de répression épigénétique, considérant l'absence normale 
de sucrase-isomaltase à cet endroit. Finalement, les analyses par micropuces à 
ADN renforcent notre théorie proposant l'existence d'un système de freinage de 
la différenciation de l'épithélium intestinal exercé par les groupes polycomb. En 
effet, un grand nombre de gènes associés au processus de différenciation sont 
significativement modulés suite à l'abolition de l'expression de SUZ12 chez les 
HIEC exprimant Cdx-2 et HNFla. En absence de SUZ12, les marqueurs de 
cellules souches CD24 et CD44 (Gracz et al., 2010; Yang et al., 2010; Yeung et 
al., 2010), l'ephrine A4 associée à la morphologie cryptale (Islam et al., 2010), 
ainsi que la GTPase RhoA, subissent tous d'importantes baisses d'expression. 
Aussi, on observe une augmentation de l'activité transcriptionnelle de gènes tels 
que la furine et la phosphatase à double spécificité DUSP3, dont l'expression 
respective est associée à une différenciation accrue (Cerignoli et al., 2006; 
Gendron et al., 2006). De manière générale, il faut toutefois garder en tête que ces 
études, tout comme celles purement axées sur l'expression ectopique de Cdx-2, 
HNFla et GATA-4 dans l'induction de la différenciation, ont été réalisées dans 
un modèle cellulaire en culture. Bien que l'on souhaite que celui-ci soit 
représentatif de la réalité physiologique, il reste que certaines composantes 
biologiques y sont absentes. Par exemple, la contribution des interactions avec le 
1 i 
1 stroma, soit via la matrice extracellulaire ou par la sécrétion de facteurs solubles, 
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se trouve très limitée dans ce modèle en question. Ainsi, les phénomènes observés 
ne sont pas nécessairement représentatifs du contexte in vivo observé chez 
l'humain. 
4.3 Influences de l 'intégrine a8f31 sur les fonctions biologiques responsables du 
maintien de l'homéostasie cryptale 
L'étude de la matrice extracellulaire à travers l'axe crypte-villosité, a démontré 
l'existence de patrons d'expression distincts pour certaines glycoprotéines, en 
fonction de l'état de différenciation de l'épithélium adjacent (Beaulieu, 1997). Du 
même coup, l'épithélium intestinal adapte l'expression de ses récepteurs de 
surface de façon à pouvoir interagir avec son microenvironnement. Dans ce sens, 
des études par micropuces à ADN ont été faites dans le but de comparer les 
profils d'expression génétiques des HIEC de type sauvage et les HIEC en 
différenciation. De ce fait, certaines sous-unités intégrines dont l'expression est 
modulée significativement suite à l'induction de la différenciation ont été 
identifiées. Du nombre, on retrouve la sous-unité a8 dont la localisation et le rôle 
fonctionnel n'ont jamais été décrits au niveau d'une structure épithéliale. Au 
niveau de l'épithélium intestinal fœtal humain, l'intégrine a8B 1 est restreinte à 
quelques cellules au fond des compartiments cryptaux. L'expression de cette 
intégrine augmente de façon drastique au cours du développement des structures 
musculaires lisses, à partir de la 16e semaine de gestation (Beaulieu et al., 1993). 
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Ces observations s'accordent avec la caractérisation de a8p1 dans d'autres 
systèmes impliquant des cellules musculaires lisses (Schnapp et al., 1995a). Ces 
observations, combinées à la présence de a8p 1 dans des fractions épithéliales 
purifiées ainsi que chez les cellules cryptales indifférenciées RIEC, suggèrent 
fortement une implication fonctionnelle de ce récepteur intégrine dans l'intestin 
grêle humain. L'expression de la sous-unité a8 est spécifiquement associée aux 
cellules indifférenciées de la crypte intestinale. Des expériences impliquant les 
cellules HIEC ont démontr~ que a8Pl interagit avec le substrat de manière RGD 
dépendante afin de promouvoir un assemblage adéquat des points d'adhésion 
focaux et du réseau de fibres de stress d'actine à travers l'activation de la GTPase 
Rho A. Par le fait même, l'engagement de a8p1 contribue au renforcement de 
l'adhésion cellulaire, à une restriction de la migration et une augmentation de la 
prolifération cellulaire. De plus l'intégrine a8pl préserve la susceptibilité à 
l'arioïkose chez les cellules cryptales indifférenciées en préservant le caractère 
modulable de la kinase FAK. Dans l'ensemble, nos résultats suggèrent que 
l'intégrine a8p 1 stimule la prolifération des cellules progénitrices de l'épithélium 
intestinal tout en restreignant leur progression vers le compartiment villositaire. 
Dans ce contexte, l'intégrine a8pl pourrait aussi jouer un rôle de soupape de 
sécurité afin de favoriser l'élimination par apoptose des cellules prolifératives et 
indifférenciées anormalement localisées ou détachées de leur substrat. 
L'adhésion cellulaire dépendante des intégrines implique l'assemblage de 
protéines d'échafaudage comme la vinculine et la paxilline. Les; interactions 
cellule-matrice sont suivies de la formation séquentielle de complexes focaux 
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(FX), de points d'adhésion focaux (FA) et de points d'adhésion fibrillaires. Ces 
structures sont toutes impliquées dans la liaison du cytosquelette d'actine à la 
membrane plasmique (Zaidel-Bar et al., 2004; Zimerman et al., 2004). Au niveau 
des cultures de cellules adhérentes et bien étalées, les fibres de stress sont 
associées aux points d'adhésion focaux et maintiennent une tension isométrique, 
basée sur le système actine-myosine (ou actomyosine) et appliquée sur la matrice 
extracellulaire (Geiger et Bershadsky, 2001). La régulation de ce phénomène 
passe principalement par l'action de la petite protéine RhoA. L'impact positif de 
l'intégrine a8Pl sur la promotion de l'adhésion cellulaire n'est pas sans 
précédant. En effet, d'autres groupes ont déjà rapporté que cette intégrine RDG 
dépendante est importante pour l'adhésion et l'étalement des cellules mésangiales, 
neuroendocrines, myofibroblastiques ainsi que des cellules de muscles lisses 
vasculaires. Chez ces dernières, l'assemblage des fibres de stress et leur liaison 
aux points d'adhésion focaux ont été observées suite à l'interaction de a8Pl avec 
la matrice extracellulaire (Bieritz et al., 2003; Lu et al., 2002; Muller et al., 1995; 
Zqrgham et al., 2007a). Chez les HIEC, la diminution de l'adhésion RGD 
dépendante, liée à la perte d'expression de a8pl, est accompagnée par une baisse 
du recrutement de la vinculine au niveau des points d'adhésion focaux et une 
réorganisation corticale du réseau d'actine. En guise d'explication, il est bien 
connu dans la littérature que l'activité RhoA exerce un contrôle sur l'assemblage 
des fibres de stress via l'activation de son principal effecteur ROCK. L'activation 
d'une telle kinase est caractérisée par une diminution de la motilité cellulaire et un 
1 
accroissement des forces d'adhésion à la matrice1 (Cetin et al., 2004; Russo et al., 
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2005; Zaidel-Bar et al., 2003). Tel que rapporté antérieurement, a8Pl interagit 
directement ou indirectement avec RhoA et facilite son recrutement à la 
membrane plasmique où elle sera activée par échange de GTP (Zargham et al., 
2007b ). Avec notre modèle sha8, nous avons observé des niveaux plus faibles de 
RhoA membranaire que chez les cellules contrôles. Toutefois, dans ces 
conditions, les niveaux des GTPases Racl et de Cdc42 liés à la membrane sont 
restés constants (Benoit et al., 2010b). Les expériences de pull-down de la forme 
active de RhoA, impliquant le domaine de liaison à RhoA de la rhotekine, ont 
confirmé la baisse d'activation de RhoA en absence de a8Pl chez les cellules 
épithéliales intestinales humaines. 
Croft et Oison ont rapporté que l'activation de la cascade RhoA/ROCK pouvait 
conduire à une diminution de l'expression de p27KIP1 et à une augmentation des 
niveaux de cycline Dl par des mécanismes indépendants (Croft et Oison, 2006). 
Chez les RIEC, l'effet antiprolifératif observé suite à l'inhibition de a8pl 
s'accompagne d'une diminution de l'expression de la cycline Dl. Toutefois, 
p27KIP1 ne semble pas être affecté. En conséquence, l'analyse de la distribution 
des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a démontré une 
accumulation significative en phase G 1, par rapport aux cellules contrôles, 
lorsqu'il y a abolition de l'intégrine a8Pl. Ainsi, l'engagement de cette intégrine 
contribue à faciliter le passage de la phase G 1 à la phase S chez les cellules 
progénitrices de la crypte intestinale humaine. De plus, considérant les effets 
comparables et non-addit~fs; entre l'abolition de a8Pl et l'inhibition 
J 
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phannacologique de ROCK, nos résultats suggèrent que la régulation de la · 
prolifération exercée par a8~1 implique principalement la cascade RhoAIROCK. 
D'une part, nous avons montré que l'expression des facteurs de transcription pro-
différenciation inhibait la production de la sous-unité a8 chez les cellules 
épithéliales intestinales. Ces observations s'accordent avec le fait que les cellules 
épithéliales intestinales différenciées n'expriment pas a8~1 et présentent une 
diminution de l'activité RhoA (Gout et al., 2001). De plus, nos observations liées 
à la localisation de a8Pl dans l'axe crypte-villosité et sa capacité à influencer le 
cycle cellulaire concordent avec l'inhibition de RhoA normalement observée lors 
de la différenciation entérocytaire. Ces données concordent bien avec le fait que 
les cellules doivent cesser leur cycle de division avant d'entreprendre leur 
différenciation terminale (Pageot et al., 2000). La perte d'adhésion observée chez 
les HIEC, suite à l'abolition de l'intégrine a8pl, s'accorde avec la hausse de la 
motilité obtenue dans ces mêmes conditions. Il a été suggéré que l'activité RhoA 
entraîne un phénotype anti-migratoire dans plusieurs systèmes (Cetin et al., 2004; 
Cetin et al., 2007). D'un point de vue physiologique, les cellules souches doivent 
impérativement demeurer ancrées au fond des compartiments cryptaux afin de 
conserver leurs principales caractéristiques. Au niveau de l'épithélium intestine!, 
l'expression de l'intégrine a8p 1 est donc associé à un phénotype indifférencié 
tandis que chez les cellules de muscle lisse vasculaire et les fibroblastes, sa 
présence est plutôt associé à un état hautement différencié. Une telle dichotomie, 
entre le premier système et les deux seconds, pourrait s'expliquer par le 
' j 
I I 
comportement similaire à celui des cellules d'origine mésenchymateuses 
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qu'adoptent les cellules épithéliales intestinales indifférenciées. Dans ce sens, il a 
été clairement démontré que les carcinomes colorectaux présentent souvent un 
état de dédifférenciation impliquant une transition épithélio-mésenchymateuse 
(Lemieux et al., 2009). 
Tel que mentionné plus tôt, les HIEC dépourvues de a8P 1 démontrent une 
diminution de la présence de la vinculine au niveau des points d'adhésion focaux, 
sans pour autant que ses niveaux totaux d'expression soient affectés. Par contre, 
nous n'avons remarqué aucun changement substantiel dans la localisation de la 
paxilline, un autre élément bien caractérisé des points d'adhésion focaux (Turner, 
2000) tant en absence de a8p 1 qu'au niveau des conditions contrôles. Ces 
résultats suggèrent que la contribution de a8Pl à la formation des points 
d'adhésion focaux est spécifique au recrutement de la vinculine. Des observations 
' 
similaires ont été faites lorsque des HIEC contrôles ont été ensemencées sur une 
matrice de collagène de type I. Il est à noter que le motif RGD est absent de ce 
type de collagène, ce qui empêche l'activation de l'intégrine a8Pl. En somme, le 
recrutement de la vinculine, contrairement à la paxilline, dépend de l'adhésion 
cellulaire RGD dépendante à travers l'activation de l'intégrine a8Pl. Toutefois, il 
ne faut pas exclure une compensation potentielle par l'intégrine a2P 1 dans un tel 
phénomène, puisqu'il a déjà été démontré que cette intégrine exerçait des rôles 
très similaires à a8Pl dans certains systèmes en plus d'avoir un rôle de régulateur 
sur l'activité de RhoA (Bieritz et al., 2003; Gout et al., 2001; Haas et al., 2003). 
En se basant sur la représentation schémajique de l'organisation temporelle de 
l'assemblage des complexes d'adhésion cellule-matrice (Zaidel-Bar et al., 2004), 
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le recrutement de la vinculine se produit dans les complexes focaux tardifs tandis 
que la paxilline est déjà présente chez les complexes focaux précoces. Ainsi, nos 
résultats suggèrent que l'abolition de a8~ 1 affecte la maturation des complexes 
focaux (FX) de stade tardif et les empêche d'évoluer vers le statut de points 
d'adhésion focaux (FA). D'autres groupes ont déjà proposé que l'activité RhoA 
est impliquée dans le recrutement de certaines composantes des points d'adhésion 
focaux comme la vinculine (Barry et Critchley, 1994; Zaidel-Bar et al., 2003). En 
conséquence, nos résultats suggèrent que l'intégrine a8~1 est spécifiquement 
impliquée dans le recrutement de la vinculine, au niveau des points d'adhésion 
focaux en formation, via l'activation de la GTPase RhoA chez les cellules 
épithéliales intestinales indifférenciées. 
Bien que la vinculine soit principalement considérée comme une protéine 
d'échaffaudage, sa présence dans les points d'adhésion focaux peut influencer la 
transduction de signaux intracellulaires. Dans ce sens, des études faites chez les 
cellules de carcinome embryonnaire de souris F9 ont démontré un rôle intéressant 
pour la vinculine dans le contrôle de la survie cellulaire. En effet, les cellules F9 
chez lesquelles l'expression de la vinculine a été invalidée présentent une 
résistance à l'activation de la caspase-3 suite à un détachement du substrat. Ces 
mêmes cellules peuvent être re-sensibilisées à la mort cellulaire par perte 
d'adhésion suite à la réintroduction ectopique de la vinculine (Subauste et al., 
2004). Les auteurs de cette étude ont aussi montré que les cellules dépourvues de 
vinculine présentaient des niveaux élevés de phosphorylation de la kinase F~ 
/ 
sur la tyrosine 397 en conditions non-adhérentes, comparativement aux cellules 
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contrôles. De plus, il a été démontré que la paxilline présente des .sites 
d'interaction partiellement superposés pour la vinculine et la F AK (Turner, 2000). 
Le domaine Vt (tail) de la vinculine se trouverait ainsi en compétition avec la 
F AK pour la liaison à ce site d'interaction superposé. Conséquemment, l'absence 
de vinculine conduirait à une interaction, entre la paxilline et F AK, dont la nature 
conformationnelle entraînerait une activation constitutive de cette dernière 
(Subauste et al., 2004). En d'autres termes, la présence de la vinculine 
préserverait le caractère modulable de la kinase F AK en fonction de l'état 
d'adhésion de la cellule. En partant de ce principe, nous avons étudié le 
comportement des cellules HIEC en condition non-adhérentes afin de voir si 
l'absence de la vinculine dans les complexes d'adhésion, suite à l'abolition de 
a8pl, aurait un impact sur les niveaux de survie. Tel qu'anticipé en contexte non-
adhérant, une diminution du clivage de P ARP ainsi que des proportions plus 
faibles de cellules marquées à l'iodure de propidium ont été observées en absence 
de a8P 1 comparativement aux cellules contrôles. Ces observations 
s'accompagnent aussi d'une préservation des niveaux de phosphorylation de FAK 
(tyr397) chez les cellules dépourvues de a8Pl même en suspension. L'équipe du 
Dr Vachon a clairement démontré l'implication différentielle de certaines voies de 
signalisation intracellulaire en fonction de l'état de différenciation des cellules 
épithéliales intestinales humaines (Bouchard et al., 2007). Du même coup, la PI3-
KJ Akt avait été identifiée comme étant cruciale à la transduction des signaux de 
survie chez les cellules indifférenciées. Ainsi, le maintien de niveaux élevés de 
1 1 
ph~spho-Akt-1 chez les HIEC/sha8 en suspension, combi~é à la restauration de la 
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susceptibilité à l'anoïkose suite à l'inhibition de la PI3-K chez ses mêmes 
cellules, s'accordent avec les bases déjà établies par le groupe du Dr Vachon chez 
les cellules indifférenciées. Considérant les capacités de prolifération et 
d'adaptation élevées de certaines cellules de la crypte comme les cellules souches, 
nous proposons que l'intégrine a8P 1 soit impliquée dans un mécanisme de 
surveillance visant à éliminer par apoptose les cellules détachées de leur substrat. 
En ce sens, il est important de mentionner qu'aucune lignées cancéreuses 
colorectales, ainsi qu'aucun tissus cancéreux humain ne présente une réexpression 
de la sous-unité a.8 suite à une dédifférenciation de type épithélio-
mésenchymateuse (Benoit et al., 2010a). Notre hypothèse est qu'une réexpression 
de a8 serait désavantageuse pour la progression tumorale puisque la restauration 
de cette soupape de sécurité aurait comme effet l'élimination des cellules 
cancéreuses dédifférenciées et non-adhérentes. 
4. 4 Conclusions 
En somme, mes travaux au doctorat ont conduit à l'identification d'un effet 
coopératif des facteurs de transcription Cdx-2, HNFla et GATA-4 sur la 
modulation de la prolifération et l'acquisition de caractéristiques de 
différenciation chez les cellules de la crypte intestinale humaine. Mes recherches 
ont aussi permis d'identifier des rôle~ potentiels pour les groupes polycomb au 
I 
niveau de la crypte intestinale humaine, notamment comme « répresseur de la 
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répression » de la différenciation terminale dans le tiers médian en plus d'être 
impliqué dans le maintien de l'auto-renouvellement des cellules souches 
intestinales humaines. Finalement, nous proposons que l'intégrine a8~1 influence 
la nature et le positionnement des cellules souches dans la crypte intestinale 
humaine en augmentant leur potentiel d'adhésion, en restreignant leur motilité et 
en favorisant leur capacité à proliférer, tout en maintenant leur susceptibilité à 
l'anoikose en cas d'un éventuel détachement de leur substrat. 
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genoux et des tibias pendant toutes ces années! Une pensée spéciale pour mon 
vieux chum Doum. Repose en paix Chef! Finalement, sachez que j'ai toujours 
aimé les négligés et détesté les favoris ... Vive les rats, les marmottes et les 
mulots;) 
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